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ABSTRACT 
 
The first aim of this study was to show the feasibility of the application of the 
extraction technique actually used in human medicine for formalin fixed paraffin 
embedded samples to veterinary samples, particularly to feline mammary 
carcinomas. 
Secondly, we wanted to test applicability of the obtained nucleic acids to the 
common molecular biology tests and above all to the innovative ones, like whole 
exome sequencing, in order to identify, catalogue and if possible compare healthy 
mammary tissue, neoplastic mammary tissue, neoplastic metastatic mammary tissue 
and lymph node metastasis.  
This could open the way to a new genetic approach to classification, prognosis and 
to the development of new therapeutic drugs for feline mammary tumors. 
The last goal was to show the expression of the Transferrin Receptor 1 on various 
feline mammary tumours and his differences in its expression on the categories of 
tissues listed above.  
Cancer in pets is one of the most unfortunately common and difficult to approach 
disease and it is also a tremendous public health problem for our society. 
There is a continuous development of new diagnostic and therapeutic strategies and 
the veterinary medicine field is making enormous steps to identify, classify and treat 
those kinds of diseases. 
This study follows this path of innovation using the new technologies developed in 
the last years to perform a study in one of the less studied field of veterinary 
medicine, the genetic oncology. 
We aimed to follow the way to new analytic approaches to identify genetic 
mutations on cancer genome using samples very rarely used before and so to acquire 
more information out of enormous archives which can lead to innovative diagnostic 
and therapeutic protocols. 
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The importance of this study is not only for veterinary medicine but also for the 
human counterpart because our pets are revealing themselves as optimal models to 
study human cancer development and behaviour. 
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RIASSUNTO 
 
Il primo obiettivo di questo studio è stato indagare la fattibilità dell’utilizzo di 
campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina per estrarre materiale genetico 
da impiegare in analisi successive, secondo protocolli già sperimentati in medicina 
umana ed applicati in questo particolare caso al tumore mammario felino. 
Uno scopo secondario è stato anche quello di verificare la possibilità di utilizzo del 
DNA estratto dai campioni per effettuare metodiche di biologia molecolare classiche 
ed innovative, come ad esempio il Whole Exome Sequencing, al fine di evidenziare 
eventuali differenze presenti tra il genoma del tessuto mammario sano, di quello 
neoplastico, di quello neoplastico metastatico e di quello presente nelle stesse 
metastasi linfonodali. 
Il fine è quello di gettare le basi per classificare le eventuali mutazioni presenti nelle 
varie categorie di tessuti sopra elencati e di correlarle tra loro a scopo classificativo, 
prognostico e terapeutico. 
Ultimo obiettivo è stato quello di dimostrare la presenza del recettore per la 
transferrina di tipo 1 nei carcinomi mammari felini e la sua differenza di espressione 
tra le categorie di tessuti sopra elencati.  
Le neoplasie negli animali sono una delle patologie più diffuse e rappresentano 
anche per l’uomo un problema enorme di sanità pubblica, ciò giustifica il continuo 
sviluppo di nuove tecniche diagnostiche e terapeutiche che sta progressivamente 
interessando anche la medicina veterinaria. 
Questo studio segue questa scia di continua innovazione utilizzando alcune delle più 
recenti tecnologie sviluppate negli ultimi anni per incrementare le nozioni in nostro 
possesso in una delle branche più importanti ma meno studiate nel complesso della 
medicina veterinaria, cioè la genetica oncologica. 
L’obiettivo è perciò quello di rendere possibile l’utilizzo di campioni raramente usati 
finora in medicina veterinaria per raccogliere informazioni da archivi molto ampi sul 
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genoma tumorale al fine di aprire la strada ed eventuali nuovi protocolli 
classificativi, diagnostici e terapeutici. 
L’importanza è doppia in quanto i vantaggi non sarebbero limitati alla sola medicina 
veterinaria ma interesserebbero anche quella umana dato che le neoplasie spontanee 
dei nostri animali si stanno rivelando sempre più ottimi modelli per lo studio delle 
controparti umane. 
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1.INTRODUZIONE 
 
1.1 Il tumore mammario nel gatto 
  
Il tumore mammario nel gatto è la seconda tipologia di tumore più diffusa in Italia 
(Vascellari, Baioni, Ru, Carminato, & Mutinelli, 2009) e la terza a livello globale 
(MacVean, Monlux, Anderson, Silberg, & Roszel, 1978) e nella maggioranza dei 
casi (80-90%) si tratta di forme maligne (Graf et al., 2016). 
Sono riportate piccole percentuali di neoplasie mammarie anche nel gatto maschio, 
in genere maligne (Graf et al., 2016). 
I fattori predisponenti sono l’età, la razza e l’età alla quale è stata eseguita 
l’eventuale sterilizzazione, inoltre in generale le neoplasie maligne nel gatto sono in 
percentuale più frequenti che nel cane rispetto alle benigne (MacVean et al., 1978). 
La sterilizzazione sembra essere protettiva nei confronti del tumore mammario 
felino se eseguita entro l’anno d’età con un calo di probabilità di sviluppo della 
neoplasia dell’ 86% (Overley, Shofer, Goldschmidt, Sherer, & Sorenmo, 2005). 
Le razze più soggette allo sviluppo del tumore mammario sono il Siamese ed affini 
(Egenvall et al., 2010) e la somministrazione continuativa di progestinici come 
contraccettivi sembra favorire lo sviluppo di questo tipo di neoplasia (W Misdorp, 
Romijn, & Hart, 1991). 
L’aumentare dell’età sembra favorire lo sviluppo di neoplasie mammarie nel gatto e 
sembra che la razza Siamese sia meno soggetta a questo tipo di distribuzione 
epidemiologica sviluppando tumori mammari in media in età più precoce rispetto 
alle altre razze (H. M. Hayes, Milne, & Mandell, 1981). 
Le mammelle nel gatto sono disposte in 4 paia di cui una inguinale, due addominali 
ed una toracica. 
Sono vascolarizzate da vasi superficiali che derivano dall’arteria epigastrica 
superficiale craniale e caudale, la prima deriva dall’arteria toracica interna mentre la 
seconda dalla pudenda esterna.  
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Questi vasi decorrono paralleli alla linea alba e vanno diramandosi a circondare il 
capezzolo (Merighi, 2005). 
Le mammelle del gatto sono drenate dai linfonodi ascellari ed inguinali superficiali 
(B. Singh, 2017). 
La classificazione WHO del tumore mammario nel gatto si basa sulle caratteristiche 
istopatologiche anche se diversi studi hanno preso in considerazione una 
classificazione che associa istopatologia ad immunoistochimica similmente a quanto 
viene fatto in medicina umana (Beha et al., 2014; Brunetti et al., 2013). 
Le lesioni si dividono in : 
 Iperplastiche e displastiche  
che comprendono ectasia duttale, iperplasia lobulare, iperplasia lobulare con attività 
secretoria, iperplasia lobulare con fibrosi, epiteliosi, papillomatosi e cambiamenti 
fibroadenomatosi (Wim. Misdorp, Armed Forces Institute of Pathology (U.S.), 
American Registry of Pathology., & WHO Collaborating Center for Worldwide 
Reference on Comparative Oncology., 1999) 
 Lesioni benigne 
rare nel gatto, comprendono adenoma, adenoma duttale, fibroadenoma ed adenoma 
intraduttale papillare (Wim. Misdorp et al., 1999) 
 Lesioni maligne 
comprendono carcinoma tubulare, carcinoma papillare, carcinoma solido, carcinoma 
cistico papillare, carcinoma cribriforme, carcinoma micro papillare invasivo, 
comedocarcinoma e più rari il carcinoma squamoso, mucinoso ed il lipid rich (Wim. 
Misdorp et al., 1999) ultimamente è stato segnalato il carcinoma complesso anche 
nella gatta (Seixas, Palmeira, Pires, & Lopes, 2008) con però dubbi sulla 
classificazione e da ritenere più probabilmente come un carcinoma duttale (V 
Zappulli et al., 2013) e quello infiammatorio (Pérez-Alenza, Jiménez, Nieto, & Peña, 
2004). 
Lo staging si basa sulla classificazione WHO modificata (Owen, 1980) e considera 
le dimensioni della massa, il coinvolgimento linfonodale e la presenza di metastasi a 
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distanza. 
 
Immagine 1. Sono riportati i criteri per la classificazione delle neoplasie secondo lo staging approvato dalla 
WHO; modificata da (Withrow, Vail, & Page, 2013) 
 
I fattori prognostici principali sono l’età (più l’animale è anziano più la 
sopravvivenza è bassa, anche se non c’è concordanza tra tutti gli studi eseguiti), lo 
stato riproduttivo (meno comuni le neoplasie negli animali sterilizzati ed in quelli 
non sottoposti a terapia ormonale contraccettiva), la razza (Siamesi e razze a pelo 
lungo sembrano avere un out come peggiore), l’invasione vascolare e linfonodale, 
diametro tumorale (prognosi peggiore se > 3 cm ma servono metodologie di 
misurazione standard), tipologia istologica (il carcinoma micro papillare invasivo ha 
un tempo medio di sopravvivenza minore rispetto alla media mentre sembra essere 
meno aggressivo della media il carcinoma duttale/complesso) e grading (osservando 
pleomorfismo cellulare, conta mitotica e formazione di tubuli ). 
Altri parametri come espressione di HER2 o cellule positive per Ki 67 sono stati 
presi in considerazione da vari studi senza però arrivare ad avere dati sufficienti e 
concordanti per poterli annoverare tra i fattori prognostici (V Zappulli et al., 2015). 
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1.2 Il gatto come modello animale   
 
Le neoplasie che colpiscono spontaneamente gli animali domestici sono riconosciute 
da tempo essere degli ottimi modelli per lo studio delle corrispondenti neoplasie 
umane, (Vail & Macewen, 2000) in quanto i nostri animali domestici condividono 
con noi l’ambiente e quindi anche i fattori predisponenti legati ad esso (Valentina 
Zappulli, De Zan, Cardazzo, Bargelloni, & Castagnaro, 2005), presentano inoltre un 
incidenza, istotipo, età rapportata d’insorgenza e comportamento biologico simili 
alla controparte umana (Macewen, 1990). 
La relativamente breve vita dei nostri animali domestici e la progressione 
neoplastica più rapida ne predispone l’uso per lo studio della risposta comparata ad 
eventuali terapie in un arco di tempo più breve e compatibile con le esigenze di 
studio umane ed eticamente è più corretto trattare cercando di sviluppare nuovi 
trattamenti sia per l’animale che per l’uomo neoplasie emerse spontaneamente e non 
frutto di induzione in laboratorio (Zappulli et al., 2005). 
Il gatto si sta affermando come modello animale ideale per lo studio del tumore 
mammario triplo negativo della donna ( ER-,PR-,HER2-), una tipologia di neoplasia 
molto aggressiva e che difficilmente risponde alle terapie (Brunetti et al., 2013; 
Caliari et al., 2014; Maria et al., 2005). 
Dal punto di vista molecolare la classificazione il tumore mammario umano si basa 
sulla classificazione seguente e viene diviso a seconda dell’espressione o meno di 
alcuni recettori (Estrogeni, Progesterone, HER2, citocheratine 5/6/14/19 e p63) in 
cinque categorie che sono: luminal A, luminal B, c-erb-2 overexpressing, basal like 
e normal like (Beha et al., 2014). 
Luminal A= ER+, PR+, c-erb-2 +   
Luminal B= ER+, PR+, c-erb-2 – 
c-erb-2 overexpressing = ER-, PR-, c-erb-2 + 
Basal like = ER-, PR-, c-erb-2 -, CK 14/5/6 + 
Normal like = ER+, PR+, c-erb-2 -, Ki 67 + 
Altro fattore estremamente interessante che eleva il gatto a modello ideale per lo 
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studio del tumore mammario umano è l’elevata omologia genetica nei tratti chiave 
per lo sviluppo e la progressione neoplastica nelle due specie (Adega, Borges, & 
Chaves, 2016; Maria et al., 2005). 
Il sequenziamento del genoma del gatto (Pontius et al., 2007; Tamazian et al., 2014) 
ha permesso anche un confronto tra le varie razze e di avere quindi una mappatura 
che consentisse poi di rilevare eventuali anomalie genetiche responsabili o favorenti 
la trasformazione neoplastica del tessuto mammario e di vari organi, oltre anche a 
permettere lo studio di alterazioni responsabili di malattie congenite anche tramite 
tecniche di sequenziamento innovative (Lyons et al., 2016). 
La grande omologia tra genoma umano e felino permette di estrapolare e valutare 
sequenze di RNA, DNA, cromosomi e proteine potenzialmente coinvolti nel 
processo di genesi tumorale (Adega et al., 2016), inoltre l’omologia tra i geni driver 
per la cancerogenesi è maggiore tra genoma umano e felino rispetto a quello murino 
(Cekanova & Rathore, 2014). 
 Basandosi su tecniche di citogenomica si è evidenziata una grande instabilità 
genetica delle cellule neoplastiche mammarie notabile anche a livello cromosomico 
(Adega et al., 2016) soprattutto a livello di alcuni tratti cromosomici come  A3, D2, 
F1 e F2 nella linea cellulare K248C, B4 e C2 nella linea cellulare K248P (Minke et 
al., 1991) ed in generale un numero di cromosomi non sempre consoni con quello 
fisiologico della specie (Borges, Adega, & Chaves, 2016). 
Similmente all’uomo, anche nel gatto il tumore mammario tende a metastatizzare in 
siti come i linfonodi regionali, polmoni, pleura, fegato, surrenali, encefalo, reni ed 
ossa (Bostock, 1986; Kennecke et al., 2010). 
Analizzando il fenotipo molecolare del tumore primario e delle metastasi si è 
scoperto che non solo vi sono differenze in termini di espressione genetica tra 
tessuto mammario sano e neoplasia mammaria primaria ma anche tra quest’ultima e 
le sue metastasi a distanza anche in base alla classificazione istologica del tumore 
primario (Beha et al., 2014; Brunetti et al., 2013). 
 
6 
 
 
 
 
Immagine 2. Riassunto dei principali geni analizzati finora con le annesse mutazioni o alterazioni più 
frequentemente riscontrate nei casi di tumore mammario felino; modificata da (Adega, Borges, & Chaves, 
2016) 
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1.3 Tecniche di next generation sequencing (NGS) 
 
Negli ultimi anni si stanno sviluppando sempre più tecniche di biologia molecolare 
innovative atte a sequenziare grandi genomi in tempo ristretto ed in un solo 
esperimento, consentendo di caratterizzare le neoplasie a livello di genomica, 
trascrittomica ed epigenetica catalogando tutte le mutazioni, le variazioni di coppie 
di basi azotate ed i riarrangiamenti somatici in un intero genoma tumorale con una 
risoluzione che arriva al paio di basi, il tutto in un tempo medio di alcune settimane 
(Reis-Filho, 2009). 
L’utilizzo di queste tecniche potrebbe permettere un diverso approccio nella 
classificazione del tumore mammario sia in medicina umana che in medicina 
veterinaria, passando dall’attuale modalità descrittiva e prognostica ad una basata 
sulle aberrazioni molecolari che guidano la trasformazione neoplastica e sul network 
molecolare che queste ultime attivano o disattivano per mantenere le capacità di 
sopravvivenza della cellula tumorale ed in maniera ancor più importante basata sugli 
agenti antineoplastici conseguentemente efficaci sulle diverse sottotipologie di 
neoplasie mammarie così identificate (Reis-Filho, 2009). 
Interessante è anche la prospettiva di distinguere le mutazioni driver da quelle 
secondarie ed indotte dalle terapie a cui il paziente è sottoposto (Reis-Filho, 2009). 
Negli ultimi trent’anni il metodo di sequenziamento di DNA più utilizzato è stato 
quello secondo Sanger, basato sull’incorporamento selettivo nella sequenza 
terminale di un dideossinucleotide da parte di una DNA polimerasi durante una 
replicazione in vitro del DNA (Sanger & Coulson, 1975) ma dal 2005, quando è 
stata lanciata in commercio la prima piattaforma di pirosequenziamento massivo in 
parallelo, si sono progressivamente moltiplicate ed affinate le metodologie che sono 
state definite poi di NGS. 
Nonostante le varie piattaforme in commercio differiscano per la conformazione di 
supporti, spazi e dei reagenti utilizzati per le procedure, esse hanno in comune 
alcune caratteristiche principali e ricorrenti cioè il sequenziamento massivo in 
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parallelo di sequenze modello di DNA o di singole molecole di DNA separate 
spazialmente ed amplificate in maniera clonale con una tecnica di sintesi flow cell e 
successivamente, grazie a cicli continui di estensione nucleotidica basata sull’uso di 
polimerasi o su legami di oligonucleotidi successivi, si riescono ad ottenere 
sequenze di centinaia di mega o gigabasi in un solo esperimento (Voelkerding, 
Dames, & Durtschi, 2009). 
Le tecniche di NGS permettono anche il sequenziamento dell’RNA (Z. Wang, 
Gerstein, & Snyder, 2009) con tecniche di digital gene expression, sequenziamento 
di entrambi i tratti conclusivi del frammento di RNA e sequenziamento di piccole 
sequenze di RNA non codificante utilizzate per gli studi di trascrittomica (Reis-
Filho, 2009). 
Le piattaforme attualmente più utilizzate per il sequenziamento del DNA con 
tecniche NGS sono: Roche/454 Life sciences, Illumina/Solexa, Applied 
Biosystems/SOLiD ed Helicos biosciences and single-molecule sequencing 
(Voelkerding et al., 2009). 
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1.3.1 Funzionamento della piattaforma Roche/454 Life science 
 
La prima si basa sulla convergenza tecnologica del pirosequenziamento e della PCR 
in emulsione (Nyren, Pettersson, & Uhlen, 1993; Ronaghi, Karamohamed, 
Pettersson, Uhlén, & Nyrén, 1996; Tawfik & Griffiths, 1998) e consiste in una 
piattaforma composta di pozzetti rivestiti di metallo per diminuire il “rumore 
genetico” di fondo ed una sequenza guida di DNA è creata tramite frammentazione 
per nebulizzazione o sonicazione. 
I frammenti così creati sono collegati ad un oligonucleotide specifico tramite la 
ricostruzione della loro sub unità terminale e la library così creata è diluita alla 
concentrazione di una singola molecola, denaturata ed ibridizzata con microsfere 
contenenti sequenze complementari a quella dell’oligonucleotide già citato. 
Le sfere sono poi poste in una micro vescicola in emulsione olio-acqua e qui avviene 
tramite PCR l’espansione clonale delle singole molecole di DNA connesse alla 
sfera. 
Dopo l’amplificazione l’emulsione è distrutta e le sfere contenenti il DNA 
amplificato sono arricchite, poste dopo diluizione all’interno dei pozzetti con enzimi 
per il sequenziamento che avviene grazie all’aggiunta dei dideossinucleotidi che per 
ogni incorporazione rilasciano pirofosfato e grazie a questa reazione viene rilevato 
l’evento da una fotocamera permettendo di avere il risultato del sequenziamento 
(Voelkerding et al., 2009). 
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Immagine 3. La seguente rappresentazione grafica descrive e riassume graficamente il processo descritto a 
proposito del funzionamento della piattaforma Roche/454 Life science; Tratta da (Voelkerding et al., 2009) 
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1.3.2 Funzionamento della piattaforma Illumina/Solexa 
 
La seconda si basa su di un supporto composto da una base trasparente con sulla 
superficie otto corsie sulle quali sono legate ancore oligonucleotidiche. 
La sequenza guida di DNA è frammentata fino alla lunghezza di alcune centinaia di 
basi e riparato alle estremità fino a formare una sequenza interrotta nell’estremità 5’ 
mentre l’attività polimerasica del frammento di Klenow (con attività polimerasica 
esclusiva da 5’ a 3’) aggiunge un’adenosina al frammento 3’, il tutto per favorire 
successivamente il legame con l’oligonucleotide ancorato al supporto grazie alla 
timina presente nell’estremità 3’ di quest’ultimo. 
Il DNA nel supporto è amplificato tramite tecnica a ponte, cioè ancorando i 
frammenti di DNA che si piegano a ponte connettendosi anche con l’oligonucleotide 
successivo. 
Cicli multipli d’amplificazione successivi trasformano il singolo frammento guida di 
DNA in un cluster amplificato clonalmente. 
Per il sequenziamento i clusters sono denaturati per lasciare solo i filamenti forward 
che vengono legati per ibridazione ad un primer complementare alla sequenza 
adattatrice, segue poi l’aggiunta di una polimerasi e dei 4 nucleotidi di stop marcati 
ognuno con una diversa molecola fluorescente. 
Dopo l’incorporazione i reagenti in eccesso sono lavati via e viene fatto partire il 
secondo ciclo di sequenziamento ottenendo in circa tre giorni un output per ogni 
piattaforma superiore al miliardo di paia di basi per esperimento. 
La particolarità di questo sistema è quella di poter leggere i frammenti da entrambe 
le terminazioni, facilitando l’allineamento e l’assemblamento delle library anche in 
caso di piccoli frammenti (Voelkerding et al., 2009). 
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Immagine 4. La seguente rappresentazione grafica descrive e riassume graficamente il processo descritto a 
proposito del funzionamento della piattaforma Illumina/Solexa; tratta da (Voelkerding et al., 2009). 
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1.3.3 Funzionamento della piattaforma Applied Biosystems/SOLiD 
 
La terza si basa sulla legatura dei nucleotidi; le sequenze di preparazione sono simili 
a quelle del metodo precedente con i frammenti di DNA legati agli oligonucleotidi, 
attaccati alle sfere ed amplificati clonalmente su emulsione. 
Le sfere sono adese ad una piattaforma di sequenziamento ed il sequenziamento 
inizia allineando un oligonucleotide primer complementare all’adattatore sulla 
sequenza del DNA modello. 
IL primer è orientato per fornire un gruppo 5’ fosforilato per il legame interrogando 
così la sonda utilizzata durante la prima fase di legatura della sequenza. 
Ciascuna sonda d’interrogazione è costituita da un ottamero che consiste in una 
sequenza 3’-5’ di due basi specifiche per ogni sonda seguite da 6 basi degenerate 
collegate a all’estremità 5’ marcata da una molecola fluorescente diversa a seconda 
del nucleotide finale. 
Nella prima fase di ligazione della sequenza sono inserite la sonda ed una ligasi 
termostabile, facendo si che le sonde competano per allinearsi alla sequenza modello 
subito prima del primer e far partire la prima reazione di ligazione. 
Segue poi un lavaggio per rimuovere le sonde non legate ed una raccolta dei segnali 
ottici emanati dalle sonde tramite fotocamera. 
In seguito vengono tagliate le sonde e lavate via per rigenerare la sequenza terminale 
5’ fosfato. 
Seguono poi cinque cicli di ligazione analoghi a quello appena descritto per 
allungare il primo primer che viene poi denaturato ed un nuovo primer con una base 
diversa rispetto al precedente è allineato. 
Sono eseguiti cinque cicli ognuno con primer che si differenziano l’uno dall’altro 
per il cambio e la perdita di una base come precedentemente descritto ed in questo 
modo ogni sequenza di DNA modello è sequenziata due volte (Voelkerding et al., 
2009). 
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Immagine 5. La seguente rappresentazione grafica descrive e riassume graficamente il processo descritto a 
proposito del funzionamento della piattaforma Applied Biosystems/SOLiD; tratta da (Voelkerding et al., 
2009). 
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1.3.4 Funzionamento della piattaforma Helicos Biosciences 
 
La quarta si basa non sull’amplificazione clonale del tratto di DNA modello ma sulla 
frammentazione dello stesso con annessa poliadenilazione della sub unità 3’ con 
l’adenosina finale marcata con un fluoroforo. 
I filamenti poliadenilati denaturati sono poi ibridizzati ad oligonucleotidi ricchi in 
sequenze di timina fissati alla piattaforma di sequenziamento. 
In seguito una fotocamera con dispositivo ad accoppiamento di carica registra le 
posizioni dei frammenti catturati ed il tutto poi è clivato e lavato per poi procedere 
con il sequenziamento che si basa sull’aggiunta di una polimerasi e di uno dei 
quattro nucleotidi coniugato con cianina 5. 
Dopo ulteriore clivaggio e lavaggio è ripetuto questo protocollo aggiungendo ogni 
volta, fino ad averli usati tutti, un nuovo nucleotide marcato con il colorante già 
citato. 
Dopo il sequenziamento che consiste nell’aggiunta dei quattro nucleotidi per almeno 
25-30 volte (e che viene ripetuto due volte per aumentare l’accuratezza) si ottengono 
sequenze di lettura di 45-50 basi che moltiplicate per tutti i DNA modello iniziali 
consentono in 24h di sequenziale circa 1Gb (Braslavsky, Hebert, Kartalov, & 
Quake, 2003; Voelkerding et al., 2009). 
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Immagine 6. La seguente rappresentazione grafica descrive e riassume graficamente il processo descritto a 
proposito del funzionamento della piattaforma Helicos Biosciences; tratta da (Braslavsky et al., 2003) 
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1.3.5 Applicazione delle tecniche di NGS 
 
Le applicazioni di queste tecniche innovative di sequenziamento genetico sono le 
più ampie, andando dal sequenziamento di interi genomi, sia microbici che animali 
ed umani (Bentley et al., 2008; Pearson et al., 2007; Wheeler et al., 2008) fino 
all’uso della doppia trascrizione applicata allo studio delle neoplasie, data la 
difficoltà legata alla formazione di sequenze di lettura corte che mal si sposano con 
il sequenziamento canonico di genomi non conosciuti (de novo) e molto complessi 
come quelli tumorali (Morozova & Marra, 2008; Tuzun et al., 2005). 
Possibile anche l’uso per individuare variazioni nei singoli nucleotidi presenti nella 
sequenza (Smith et al., 2008) o per determinare l’aplotipo con inserzioni e delezioni 
di un dato gene d’interesse (Voelkerding et al., 2009). 
Altra applicazione estremamente interessante si trova nell’analisi meta genomica per 
l’individuazione in un campione di un specie d’interesse (ad esempio batterica o 
virale) e di confrontarne l’affinità con quelle conosciute per capirne la filogenesi e 
l’origine o nel campo della sicurezza alimentare per individuare le frodi di aliud pro 
alio (Hensel, Malorny, & Borowiak, 2017; Keijser et al., 2008; Palacios et al., 2008; 
Taboada, Graham, Carriço, & Van Domselaar, 2017). 
Campo fondamentale per le tecnologie di NGS è quello della trascrittomica basato 
sul sequenziamento dell’RNA per mappare e quantificare i trascritti nei campioni 
biologici (Voelkerding et al., 2009). 
Per fare ciò si converte l’mRNA in cDNA che viene poi frammentato e sequenziato 
tramite tecniche NGS avendo il vantaggio di poter eseguire il tutto senza conoscere 
il sito d’origine del frammento (Vera et al., 2008) e fornendo informazioni anche 
sulle variazioni del tratto genetico interessato; la quantificazione dell’espressione si 
basa sul numero totale di frammenti di RNA letti per ogni esone (Gowda et al., 
2006; Nielsen, Høgh, & Emmersen, 2006). 
Oltre a ciò con queste tecnologie si possono analizzare RNA sia non codificanti che 
codificanti spesso non rilevati dalle tecniche standard (Brent, 2008) e che possono 
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portare in sé variazioni di sequenza nucleotidica (Bainbridge et al., 2006) o in vere 
proprie sequenze di trascrizione aberranti, come ad esempio nel caso delle neoplasie 
(Ruan et al., 2007). 
Queste tecniche possono essere molto utili anche per lo studio degli small non 
coding RNAs, piccoli frammenti di RNA non codificanti che sembrano avere 
svariati ruoli nell’organismo, soprattutto induttori e regolatori (Filipowicz, 
Bhattacharyya, & Sonenberg, 2008) grazie alla loro capacità di individuarne di 
nuovi (Meyers, Souret, Lu, & Green, 2006) ed alla capacità di non confondere i 
sncRNA effettivi dai frammenti di RNA prodotti per degradazione di filamenti più 
grandi con le canoniche metodiche di sequenziamento (Berezikov et al., 2006; 
Morin et al., 2008). 
In conclusione un altro campo di enorme interesse per l’applicazione  di queste 
tecniche è la ricerca sulle proteine leganti il DNA, la loro mappatura assieme a 
quella dei nucleosomi e la caratterizzazione delle modificazioni epigenetiche 
d’istoni e DNA,  in particolare grazie alla caratterizzazione del profilo delle 
metilazioni nel DNA (K. H. Taylor et al., 2007) ed al rilevamento delle 
modificazioni degli istoni (Roh, Ngau, Cui, Landsman, & Zhao, 2004) e la 
localizzazione delle proteine leganti il DNA tramite una tecnica innovativa che 
prevede l’uso di microsonde d’ibridazione grazie alle quali si può trovare il sito retro 
trascrivendo la sua sequenza e senza perciò dover sapere a priori la collocazione di 
quel tratto genetico (D. S. Johnson, Mortazavi, Myers, & Wold, 2007; Korshunova 
et al., 2008) e, per concludere, possono essere usate per mappare la posizione dei 
nucleosomi lungo tutto il genoma (Morozova & Marra, 2008). 
Nonostante le tecniche di NGS siano ancora molto legate alla ricerca di base esse 
stanno man mano prestandosi con l’avanzare degli studi e con il loro progressivo 
miglioramento anche ad applicazioni in svariati campi, soprattutto connessi con la 
diagnostica molecolare legata all’identificazione di mutazioni su biopsie tumorali 
liquide o solide (Voelkerding et al., 2009), nell’identificazione delle modifiche che 
portano molti agenti eziologici virali o batterici a sviluppare farmaco resistenza (C. 
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Wang, Mitsuya, Gharizadeh, Ronaghi, & Shafer, 2007) alterazioni genetiche e 
metaboliche di singoli organelli (Voelkerding et al., 2009), alle alterazioni genetiche 
che favoriscono la comparsa di patologie ereditarie (Fokstuen et al., 2008; Lyons et 
al., 2016) e modificazioni del cariotipo fetale anche dai fluidi placentari (R. W. K. 
Chiu et al., 2008). 
 
1.3.6 Whole exome sequencing 
 
Il Whole Exome Sequencing (WES) è una tecnica di NGS che si basa sul 
sequenziamento solo dei tratti codificanti per proteine del DNA detti esoni, tutti gli 
esoni di un individuo formano l’esoma (ACMG, 2015). 
Considerando che i geni codificanti per proteine sono circa l’1% dell’intero genoma 
ma che albergano l’85% delle mutazioni causanti o favorenti vari tipi di patologie 
(M. Choi et al., 2009), si comprende come le tecniche di WES siano e sempre più 
saranno in futuro un valido e prezioso aiuto per la ricerca e la diagnostica (E. M. 
Van Allen et al., 2014). 
Questa tecnica può essere utilizzata per trovare variazioni di singoli nucleotidi, 
inserzioni e delezioni di materiale genetico, alterazione del numero di cromosomi e 
riarrangiamenti genetici di varia natura (Shimoda et al., 2016). 
Nonostante gli studi di WES siano molto utilizzati attualmente nell’uomo sia per la 
ricerca di base che per la diagnostica (M. Choi et al., 2009) e per la ricerca di base 
sul cane (Broeckx et al., 2017), pochi lavori di NGS sono stati eseguiti nel gatto, 
nonostante le enormi potenzialità che quest’animale offre sia come modello per 
alcune patologie umane (Lyons et al., 2016) sia per la caratterizzazione delle 
modificazioni genetiche che potrebbero essere in futuro utili in terapia e diagnostica 
medico veterinaria applicata a questa specie. 
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1.4 Estrazione di materiale genetico da campioni FFPE  
 
Il materiale genetico utilizzato per le tecniche di biologia molecolare può provenire 
da varie fonti, dai campioni di tessuto congelati fino ai campioni conservati tramite 
fissazione in formalina ed inclusione in paraffina (Zhang, Lehmann, Shyr, & Guo, 
2017). Questi ultimi però pur essendo i campioni più disponibili data la loro 
modalità di conservazione molto usata da vari patologi per l’istologia, semplice e 
poco costosa, hanno come limite teorico gli artefatti creati da questo processo di 
conservazione (Zhang et al., 2017). 
Durante il processo di fissazione del tessuto il DNA può essere alterato da 
modificazioni chimiche e frammentazioni (Daugaard, Kjeldsen, Hager, Hansen, & 
Wojdacz, 2015; Zhang et al., 2017) oltre che da cross linking tra proteine ed acidi 
nucleici (Lewis, Maughan, Smith, Hillan, & Quirke, 2001). 
Danni ancora più gravi derivanti dal processo di fissazione sono causati all’RNA, 
come degradazione e modificazione chimica (Chung, Braunschweig, & Hewitt, 
1992), danno alle code poli-A (Mckinney, Moon, Kulesh, Larsen, & Schoepp, 2009) 
e legame covalente dei nucleotidi da aggiunta di monometilolo (Masuda, Ohnishi, 
Kawamoto, Monden, & Okubo, 1999) e si è notato essere strettamente correlato 
questo processo di decadimento al tempo di conservazione del campione fissato in 
formalina (Guo et al., 2016). 
Oltre a ciò, la fissazione in formalina altera l’appaiamento delle basi portando ad 
artefatti come combinazioni errate C-T/G-A (Srinivasan, Sedmak, & Jewell, 2002; 
C. Williams et al., 1999). 
Nonostante questi punti sfavorevoli si è notato come tecniche di deparaffinazione e 
di estrazione da formalina sempre più avanzate e sequenziamento ad alta copertura 
siano in grado di fornire campioni da FFPE paragonabili come qualità e quantità del 
materiale genetico a quelli derivati da tessuto fresco, sia per il DNA che per quanto 
riguarda l’RNA (Munchel et al., 2015; Zhang et al., 2017). 
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L’utilizzo di campioni FFPE, finora utilizzati solo per le analisi istologiche, anche 
per studi di genetica è una rivoluzione enorme in quanto consente l’esecuzione di 
studi retrospettivi su una gran quantità di materiale disponibile e stoccato a basso 
costo (Munchel et al., 2015). 
Ulteriori vantaggi, concentrandosi sullo studio delle alterazioni genetiche da 
neoplasia, sono e saranno ancor più in prospettiva futura l’uso di campioni FFPE per 
analisi NGS volte a trovare mutazioni driver per le neoplasie e selezionare la terapia 
conseguente più adatta, lo studio delle mutazioni driver anche dal punto di vista 
retrospettivo per avere un quadro sempre più completo delle alterazioni che portano 
allo sviluppo ed alla progressione della neoplasia e l’uso dei campioni per ulteriori 
analisi NGS volte fornire sempre più informazioni anche su altre forme di 
alterazione del codice genetico, ad esempio regolatorie, tipo la metilazione. 
Tutto questo cercando anche di superare le tre sfide principali per il futuro che sono 
lo sviluppo di tecniche NGS sempre più sofisticate, precise, semplici, rapide ed 
economiche da usare in generale e sui campioni suddetti, l’ottenere tramite tecnica 
di estrazione del materiale genetico sempre più omogeneo e costante per quantità e 
qualità, la riduzione delle quantità di materiale minimo da usare per ottenere 
un’analisi responsiva ed infine il miglioramento degli algoritmi d’interpretazione dei 
risultati aggiornando i programmi di bioinformatica in uso con le scoperte che man 
mano avverranno per avere sempre più conoscenze sulle neoplasie e le loro 
mutazioni genetiche scatenanti (E. M. Van Allen et al., 2014). 
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1.5 Il recettore della transferrina n°1 
 
Il recettore per la transferrina (transferrin receptor o TfR) è una glicoproteina 
transmembranaria di tipo due composta da un omodimero dato da due monomeri 
ognuno del peso molecolare di circa 90 kDa e collegato da due ponti disolfuro (Jing 
& Trowbridge, 1987). 
Ogni monomero è composto da un dominio esterno, uno a singola α elica 
transmembranaria ed uno intracellulare con azoto (N) terminale (Fuchs, Lücken, 
Tauber, Engel, & Geßner, 1998). 
Il dominio esterno a sua volta possiede tre siti di glicosilazione N-linked ed uno O-
linked fondamentali per la conformazione della proteina e del suo riciclo sulla 
superficie cellulare (G. R. Hayes, Williams, Lucas, & Enns, 1997). 
E’ presente una palmitolazione nella porzione transmembranaria che si ipotizza 
abbia la funzione di favorire l’adesione del recettore alla membrana cellulare e per 
contribuirne, si presume, all’endocitosi (Alvarez, Gironi, & Davis, 1990). 
E’ presente anche una fosforilazione nella porzione intracellulare del recettore che 
però ha funzione ancora non chiarita, sicuramente non legata in ogni caso 
all’endocitosi dello stesso (Rothenberger, Iacopetta, & Kühn, 1987). 
La porzione extracellulare del recettore dal punto di vista strutturale si può 
suddividere secondo un’architettura composta da tre domini: il primo, simile 
strutturalmente ad una proteasi e perciò definito protease-like, presenta una struttura 
simile a quella delle carbossi o amino-peptidasi; il secondo, composto da più strati di 
fogli ß con due α eliche alle estremità ed il terzo che consta di un fascio di quattro α 
eliche che sembrano coadiuvare i ponti disolfuro nel legame dei due monomeri 
componenti il recettore (Lawrence et al., 1998). 
S’ipotizza che il recettore, date le sue caratteristiche strutturali ed aminoacidiche, si 
sia evoluto da una peptidasi simile alla carbossipeptidasi di tipo 2 presente nella 
membrana cellulare (Bzdega et al., 1997). 
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A pH inferiore al 6, condizione che si ritrova quando il recettore viene 
internalizzato, il TfR subisce un cambio conformazionale che porta all’associazione 
spontanea non covalente dei due monomeri, evento comunque limitato dal legame 
con la transferrina (Turkewitz, Schwartz, & Harrison, 1988). 
 
Immagine 7. La seguente rappresentazione grafica riporta la struttura cristallina di una molecola di hTfR 
ricombinante alla risoluzione di 3,2Å e di uno dei sue due monomeri separato e sul quale sono evidenziati i 
domini principali; tratto da (Aisen, 2004). 
 
Il TfR ha la funzione biologica di legare la transferrina (Jandl, Inman, Simmons, & 
Allen, 1959) , proteina ematica deputata al legame con una o due molecole di ferro 
per trasportarlo nel torrente ematico dai siti di assorbimento ai vari organi del corpo 
(Holmberg & Laurell, 1947). 
Esistono delle differenze nella struttura del TfR tra le varie specie di mammiferi 
soprattutto per quanto riguarda i residui esposti sulla superficie del recettore 
(Hueffer et al., 2003) e conseguentemente per quanto riguarda l’omologia tra le 
sequenze genetiche dei tratti codificanti per lo stesso. 
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Le differenze tra i tratti canino e felino risultano modeste, comprese attorno al 13% 
della sequenza, mentre quelli felino ed umano differiscono per circa il 22% (Hueffer 
et al., 2003; Parker et al., 2001). 
 
Immagine 8. Rappresentazione grafica delle differenze strutturali tra TfR canino e felino usando come base 
la proteina umana, evidenziate tramite le linee rosse esaltanti i residui interessati. 
Uno dei due monomeri è evidenziato dal diagramma a nastro mentre l’altro è visualizzato 
tridimensionalmente come α eliche carboniose; modificato da (Hueffer et al., 2003). 
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L’affinità di legame tra la proteina ed il suo recettore è massima per la transferrina 
diferrica (oloteransferrina), trenta volte più bassa per la monoferrica e cinquecento 
volte per la transferrina non legata a molecole di ferro (apotransferrina) (Young, 
Bomford, & Williams, 1984). 
Una volta legato alla transferrina, il complesso recettore-ligando viene internalizzato 
tramite una vescicola rivestita di clatrina e da molecole adattatrici che formano una 
struttura facilitante il processo d’invaginazione mediato dalla clatrina stessa e 
facilitato da una molecola detta AP2 (Conner & Schmid, 2003; Sorkin, 2004; Traub, 
2003). 
Le molecole di clatrina sono così richiamate a livello di membrana plasmatica ed 
organizzate a formare un reticolo che contribuisce a creare una vescicola 
d’invaginazione che contiene il recettore, il tutto è mediato dalla molecola ad attività 
GTPasica dinamina (Orth & McNiven, 2003; Praefcke & McMahon, 2004; Song & 
Schmid, 2003). 
Una proteina in particolare, denominata TTP (Transferrin receptor Trafficking 
Protein) sembra essere implicata nella regolazione specifica del processo 
d’internalizzazione riassunto sopra, grazie ai suoi siti legame per AP2 e per la 
clatrina. 
La distribuzione della TTP è sia membranaria che citoplasmatica, con 
concentrazioni estremamente elevate all’interno delle vescicole e delle zattere 
contenenti clatrina e specifiche per il TfR ma assente all’interno di endosomi ed 
apparato del Golgi. 
L’interazione con le vescicole sopra riportate sembra essere mediata un dominio 
della molecola contente un gruppo SH3. 
Essa regola l’internalizzazione del TfR1 e di tutte le molecole che si legano ad esso 
(come Tf, HFE o LAMP1 (Warren, Green, Stenberg, & Enns, 1998)) per 
competizione delle stesse per il legame con la proteina. 
In aggiunta, la dinamina compete come le altre molecole per il legame con la TTP 
grazie al suo dominio SH3 con un’affinità di legame 10 volte superiore rispetto alle 
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concorrenti ed il loro legame blocca l’azione della dinamina stessa, riducendo 
l’internalizzazione del TfR, mentre la fosforilazione di una delle due blocca questo 
processo inibitorio. 
La regolazione dell’internalizzazione del TfR mediata dal TTP sembra vedere in 
quest’ultimo tre ruoli possibili ancora da chiarire: 
 Potrebbe fungere da adattatore collegando TfR e clatrina grazie anche all’AP2 
 Potrebbe reclutare la dinamina e coordinare così le varie proteine formanti il 
reticolo indispensabile per il processo d’invaginazione, permesso da una 
successiva fosforilazione del TTP che blocca la sua inibizione del processo 
 Potrebbe agire in maniera simile alla precedente ma fungendo da inibitore che 
viene spiazzato dalla concentrazione del TfR, permettendo così l’attivazione 
della dinamina (Tosoni et al., 2005) 
 
Immagine 9. Illustrazione del funzionamento ipotizzato della TTP a seconda che essa funga da adattatore 
collegando TfR e clatrina grazie all’AP2 (A), da reclutatrice della dinamina e coordinatrice del processo di 
formazione della vescicola (B) o da coordinatrice solo dopo essere stata spiazzata dal TfR favorendo 
conseguentemente l’attivazione della dinamina (C); modificata da (Tosoni et al., 2005). 
 
La transferrina interagisce con il recettore andandosi a legare, soprattutto, ai siti di 
legame posti lateralmente ai monomeri, a livello di dominio C e in due brevi tratti 
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del dominio N, che la pongono conseguentemente di lato tra i monomeri e la parete 
cellulare (Cheng, Zak, Aisen, Harrison, & Walz, 2004a). 
Il complesso Tf-TfR giunge poi in un endosoma definito CURL (compartment of 
uncoupling of receptor and ligand) (Dautry-varsat, Ciechanover, & F.Lodish, 1983) 
dove il pH, grazie a pompe protoniche, scende fino a circa 5,6 favorendo il distacco 
del ferro, il quale per mezzo del trasportatore DMT1 viene portato nei comparti 
cellulari dov’è richiesto (M. D. Fleming et al., 1998) o viene stoccato legandolo alla 
ferritina intracellulare (Pauline M Harrison & Arosio, 1996). 
Il distacco del ferro avviene prima dal dominio N e poi da quello C della 
transferrina, viceversa avviene per il suo legame (Hémadi, Ha-Duong, & El Hage 
Chahine, 2006). 
Il recettore legato al ligando viene poi trasferito nuovamente sulla superficie esterna 
della cellula dove, grazie al pH fisiologico (circa 7,3), si ha il distacco della 
transferrina che può tornare in circolo e far ripartire il ciclo descritto legandosi ad 
altre molecole di ferro (Dautry-varsat et al., 1983). 
Durante la durata della vita della transferrina, il legame tra il recettore e questa 
proteina avviene per circa 200 volte (Katz, 1961), superato tale valore il recettore è 
progressivamente sostituito nell’apparato del Golgi (circa il 10% di quelli 
internalizzati) (Ponka & Lok, 1999). 
Per riciclare tutti i recettori presenti sulla superficie cellulare sono necessari circa 21 
minuti ed è stata dimostrata l’esistenza di un pool intracellulare di recettori TfR 
subito pronti all’uso che corrisponde a circa ¾ di quelli espressi nella superficie 
esterna della cellula (Bleil & Bretscher, 1982). 
Importante per l’alta efficienza del processo d’internalizzazione anche una regione 
denominata YTFR formata da quattro peptidi all’interno della coda citoplasmatica 
(Collawn et al., 1993). 
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Immagine 10. Rappresentazione grafica dell’interazione tra TfR1 e Tf (A), notare che quest’ultima non si 
lega al centro del recettore ma lateralmente e rappresentazione grafica del processo d’internalizzazione e 
riciclo del complesso recettore-ligando (B); tratta da (Daniels, Delgado, Rodriguez, Helguera, & Penichet, 
2006)  
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Il recettore TfR1 è espresso in quasi tutte le cellule del corpo ad eccezione dei 
reticolociti maturi (Pan, Teng, Wu, Adam, & Johnstone, 1985) ed è presente in 
maggior quantità nei distretti ad alto tasso di proliferazione come epitelio intestinale, 
strato basale dell’epidermide e conseguentemente anche nei tessuti tumorali (Omary, 
Trowbridge, & Minowada, 1980; Shindelman, Ortmeyer, & Sussman, 1981; 
Sutherland et al., 1981). 
La sua espressione è strettamente legata anche alla maturazione dei linfociti, 
soprattutto T (Ned, Swat, & Andrews, 2003) ed ai tessuti che per loro funzione 
metabolica richiedono un elevato quantitativo di ferro come trofoblasti placentari o 
cellule eritroidi in maturazione (Trowbridge, 1988). 
Negli animali la sua espressione è stata dimostrata solamente nel cane a livello di  
linfociti (Priest, McDonough, Erb, Daddona, & Stokol, 2011), a livello oro-faringeo 
in melanomi e carcinomi squamo cellulari (Ploypetch et al., 2017) e nei tessuti per i 
quali i parvovirus canino e felino presentano tropismo, in quanto il recettore TfR1 si 
è scoperto essere la via d’entrata del suddetto virus a livello cellulare (Hueffer et al., 
2003; Parker et al., 2001). 
Mancano ad oggi lavori che dimostrino il suo livello d’espressione nei tessuti sia 
sani sia neoplastici, soprattutto nel gatto, per il quale si conosce unicamente la 
sequenza genetica e la collocazione all’interno del cromosoma n°2; oltre alla già 
citata espressione maggiore nei tessuti a rapida proliferazione (Parker et al., 2001). 
È stato dimostrato che la regolazione dell’espressione del TfR1 dipende in maniera 
preponderante dalla concentrazione intracellulare di ferro che influenza per via post 
trascrizionale, tramite due proteine leganti l’mRNA dette IRP 1 e 2 (iron-regulatory 
proteins), l’espressione del recettore stesso (Hentze & Kuhnt, 1996; Richardson & 
Ponka, 1997). 
 È stato dimostrato essere anche influenzata la sua espressione dalla disponibilità 
sufficiente o meno d’ossigeno da parte della cellula (Bianchi, Tacchini, & Cairo, 
1999; Tacchini, Bianchi, Bernelli-Zazzera, & Cairo, 1999). 
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Le due proteine regolatorie elencate si legano a delle regioni specifiche dell’mRNA 
della ferritina e del TfR1 dette IRE (iron responsive elements) presenti nelle regioni 
non tradotte dell’mRNA ed a seconda dei casi: 
 Se il livello intracellulare del ferro è basso si ha il distacco del cluster 4Fe-4S 
dalla IRP1 e la sintesi de novo della IRP2, ciò consente il legame di entrambe 
alle regioni IRE sia della ferritina che del TfR stabilizzando così l’mRNA di 
quest’ultimo e favorendone perciò una sintesi maggiore e più efficace e 
bloccando la sintesi della precedente. 
 Se il livello intracellulare di ferro è alto il cluster 4FE-4S rimane adeso alla 
IRP1 e l’IRP2 è ubiquitinata favorendone la degradazione da parte di 
proteosomi esitando perciò nella degradazione dell’mRNA del TfR e nella 
libera trascrizione di quello della ferritina (Richardson & Ponka, 1997). 
 
Immagine 11. Rappresentazione grafica della regolazione dell’espressione del TfR a seconda dello stato del 
ferro all’interno della cellula; tratta da (Daniels et al., 2006) 
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Il recettore interagisce anche con la molecola HFE, omologa alle proteine del 
complesso maggiore d’istocompatibilità di tipo 1 (MHC1) (Feder et al., 1997) ed 
implicata nella malattia tipicamente umana definita “emocromatosi ereditaria” nel 
momento in cui l’omonimo tratto genetico subisce una mutazione specifica 
(Cys260Tyr) (Feder et al., 1996). 
Essa necessita per il suo funzionamento del legame con la proteina di superficie 
cellulare ß2microglobulina (Feder et al., 1996).  
Questa proteina non gioca un ruolo solo nella patologia sopra indicata ma sembra 
fungere da regolatore del TfR, modulandone l’adesione al suo ligando tramite 
un’azione competitiva (Roy, Penny, Feder, & Enns, 1999). 
L’HFE si lega al dominio ad elica dei due monomeri costituenti il TfR e risultando 
perciò in un legame 2:1 con il recettore (2 molecole HFE per 1 di TfR) anche se 
sono osservate conformazioni 1:1 (Bennett, Lebrón, & Bjorkman, 2000). 
Il tutto avviene però in assenza di olotransferrina o transferrina monoferrica (Bennett 
et al., 2000; Lebrón, West, & Bjorkman, 1999) anche se è stato osservato in vitro un 
legame ternario Tf-TfR-HFE che riduce l’affinità del recettore per la transferrina di 
un fattore pari a 25 (Gross, Irrinki, Feder, & Enns, 1998). 
Le due proteine competono per il recettore poiché i siti di legame delle stesse 
combaciano (Anthony P. West et al., 2001) e ciò avviene a livello di superficie 
cellulare poiché l’HFE non rimane legata al recettore a pH inferiore a 6 (Lebrón et 
al., 1998). 
S’ipotizza dunque che l’internalizzazione del TfR legato all’HFE ed il suo 
successivo distacco siano i meccanismi che portano alla degradazione invece che al 
riciclo del recettore esitando così in un minor assorbimento di ferro da parte della 
cellula (Davies et al., 2003). 
E’ stato anche evidenziato un meccanismo per cui il legame dell’HFE al TfR riduce 
la possibilità della transferrina di legarsi al recettore dato il cambiamento 
conformazionale dello stesso che vede ridotto lo spazio tra il dominio ad elica e 
quello protease-like (Bennett et al., 2000). 
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Alcuni autori ipotizzano anche che L’HFE abbia un ruolo diverso a seconda della 
saturazione della transferrina e della densità cellulare del TfR, agendo 
alternativamente come bloccante dell’uptake del ferro o impedendone l’espulsione a 
seconda dei casi (Townsend & Drakesmith, 2002). 
 
Immagine 12. Rappresentazione con modello tridimensionale ad α eliche del TfR legato ad una molecola di 
transferrina (sinistra) ed una di HFE (destra). 
L’immagine è codificata secondo il colore: rosso = dominio protease-like del TfR, giallo = dominio ad elica 
del TfR, arancio = dominio apicalem del TfR, verde scuro = lobo C della transferrina, verde chiaro = lobo 
N della transferrina, blu = HFE ed azzurro = ß2 microglobulina; modificata da (Cheng, Zak, Aisen, 
Harrison, & Walz, 2004b). 
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Come già accennato in precedenza, il transferrin receptor 1 è indotto non solo da un 
meccanismo di feedback cellulare riguardante la regolazione del ferro ma anche da 
situazioni che portano la cellula ad uno stato d’ipossia o che mimano la stessa 
(Tacchini et al., 1999). 
Il fattore principale tra quelli attivati dalla condizione d’ipossia a livello cellulare è 
L’HIF1 (hypoxia inducible factor 1) (Bunn & Poyton, 1996) che a sua volta attiva a 
cascata dei meccanismi di trascrizione utili a far fronte alla condizione di privazione 
d’ossigeno in cui si trova la cellula (Bianchi et al., 1999; Tacchini et al., 1999). 
La molecola è un etero dimero composto da una sub unità α ed una ß, quest’ultima 
strutturalmente identica alla proteina ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator), a sua volta capace di dimerizzare con l’aryl hydrocarbon receptor 
(Semenza, 1998; G. Wang & Semenza, 1992). 
Essa in condizioni di normossia non è rilevabile poiché la sua sub unità regolatoria è 
idrossilata da prolil-idrossilasi ferro dipendenti (Morwenna & Ratcliffe, 1997). 
La condizione ipossica d’altro canto favorisce la stabilizzazione dell’HIF1, 
provocando la sua dimerizzazione e l’unione con il coattivatore della trascrizione 
p300/CBP che ne favorisce il legame con gli HRE (hypoxia regulatory elements) di 
varie proteine, implicate nella regolazione del ferro ematico (Zolta`n Arany et al., 
1996). 
E’ così stimolata la sintesi di TfR nelle cellule che subiscono l’ipossia (Rolfs, 
Kvietikova, Gassmann, & Wenger, 1997; Tacchini et al., 1999) e più in generale 
questa condizione influisce su tutto il metabolismo del ferro favorendone 
l’assorbimento intestinale e l’eritropoiesi (Debnam & Srai, 1997). 
Da notare come, al contrario della regolazione del TfR da parte del contenuto di 
ferro cellulare, che risulta essere post trascrizionale, questa mediata dall’ipossia sia 
strettamente trascrizionale e dovuta al legame dell’HIF1 con la regione HRE 
presente nell’mRNA del TfR (Tacchini et al., 1999). 
Essendo anche le IRP influenzate dalla condizione dell’ossigeno cellulare (Hanson 
& Leibold, 1998) si nota come i pathways regolatori dipendenti dal ferro e 
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dall’ossigeno sia strettamente correlati e cooperino per mantenere l’omeostasi 
cellulare (Bianchi et al., 1999; Christova & Templeton, 2007; Schneider & Leibold, 
2003). 
Esiste anche una regolazione dell’HIF1 ferro dipendente tramite il legame della sua 
sub unità regolatoria α con la proteina VHL (von Hippel-Lindau), sintetizzata in 
base alle condizioni del ferro intracellulare (Maxwell et al., 1999). 
Il transferrin receptor 1 oltre alle innumerevoli funzioni già elencate, relative 
principalmente al metabolismo intracellulare del ferro, svolge anche altre importanti 
funzioni in particolari tipologie di cellule. 
Esso sembra avere infatti, nell’uomo, proprietà immunoregolatorie data la capacità 
di legare IgA1 ed il suo coinvolgimento in alcuni tipi di nefropatia immunomediata 
(Moura et al., 2001). 
Oltre a ciò il recettore è coinvolto anche nella maturazione dei linfociti T e nel loro 
meccanismo d’attivazione antigene-indipendente (Cano et al., 1990; Manger, Weiss, 
Hardy, & Stobo, 1986). 
Il recettore è implicato nella regolazione del ciclo cellulare, soprattutto essendo parte 
del pathway regolatorio dipendente dal gene c-myc (O’Donnell et al., 2006) ed 
esitando nell’aumento della proliferazione, con annessa sua attività relativamente ai 
tessuti tumorali che lo sovraesprimono. 
Il TfR1 è coinvolto nella maturazione dei timociti e del sistema nervoso centrale, in 
quanto la sua mancanza provoca morte entro i 12,5 giorni di gestazione in topi 
knock-out usati come modello animale (Levy, Jin, Fujiwara, Kuo, & Andrews, 
1999). 
Oltre ai linfociti T, il recettore è implicato anche nella maturazione dei linfociti B, 
per i quali però non risulta essere strettamente necessario, almeno in ogni sottotipo 
di cellula B, dato lo sviluppo anche in topi knock-out di quasi tutte le linee cellulari 
(Ned et al., 2003).  
Oltre alle funzioni immunitarie esso prende parte anche nella maturazione dei 
reticolociti e nella formazione dell’eme (Pan et al., 1985).  
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1.5.1 Il recettore della transferrina n° 2 
 
Nel 1999 è stato identificato un secondo recettore legante la transferrina ed 
implicato nell’assorbimento del ferro a livello cellulare, denominato TfR2 o 
transferrin receptor 2 (Kawabata et al., 1999). 
Nell’uomo il recettore è identificato da due trascritti denominati TfR2α e TfR2ß, il 
primo va a formare una proteina transmembranaria di tipo 2 formata da una lunga 
regione extracellulare, una trans membrana ed una citoplasmatica breve. 
La regione extracellulare contiene due residui di cisteina che ne suggeriscono 
un’organizzazione dimerica come quella del TfR1, con il quale condivide il 45% 
d’identità ed il 66% di similarità, mentre quella intracellulare possiede una sequenza 
YQRV del tutto simile per funzionalità alla YTFR del TfR1.  
La forma ß codifica invece per una regione intracellulare, una trans membrana e per 
una extracellulare che risulta essere una forma troncata della corrispettiva espressa 
nell’α, suggerendo che la funzione di questa isoforma sia quella forse di un recettore 
solubile intracellulare (Kawabata et al., 1999). 
L’affinità di legame per la transferrina del TfR2 risulta essere 25-30 volte inferiore 
rispetto a quella del TfR1 (West et al., 2000) e perché esso avvenga, diversamente 
rispetto al TfR1, sembra essere fondamentale la giunzione del braccio apicale 
presente nella regione extracellulare del recettore (Kleven, Jue, & Enns, 2018) . 
L’espressione del recettore è stata rilevata in organi come fegato e precursori 
eritroidi, in maniera meno preponderante anche nella milza, muscolo, prostata, 
polmoni e cellule immunitarie mononucleate (Kawabata et al., 1999; Kawabata, 
Nakamaki, et al., 2001). 
Nel topo è stato identificato l’ortologo che sembra essere lievemente espresso anche 
in reni, cuore, piccolo intestino e testicoli (R. E. Fleming et al., 2000; Kawabata, 
Germain, et al., 2001). 
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La regolazione del TfR2 sembra essere indipendente dai livelli di ferro intracellulare 
(Kawabata et al., 2000) ed l’mRNA stesso non contiene regioni IRE nella sua 
regione 3’ non tradotta (R. E. Fleming et al., 2000; Kawabata et al., 1999). 
L’espressione del recettore sembra essere dipendente dal ciclo cellulare e la sua 
funzione si deduce essere perciò correlata al supplemento di ferro alle cellule sia 
sane che tumorali in intensa replicazione (Kawabata et al., 2000). 
Il TfR2 dipende anche dal ciclo cellulare per quanto riguarda la sua funzione nel 
fegato e nelle cellule mieloidi, nel primo mantiene sempre alta la sua espressione 
indipendentemente dalla fase di sviluppo dell’organo mentre nelle seconde è 
estremamente espresso nelle cellule immature e cala vistosamente in quelle mature 
(Kawabata, Nakamaki, et al., 2001). 
Il transferrin receptor 2 è implicato dunque in un pathway di assorbimento del ferro 
da parte delle cellule alternativo rispetto a quello del TfR1 (A. D. Robb, Ericsson, & 
Wessling-Resnick, 2004) e caratterizzato da bassa affinità ma alta capacità 
(Richardson & Baker, 1994). 
La funzione di questo recettore sembra perciò essere più correlata al mantenimento 
dell’equilibrio del ferro a livello corporeo piuttosto che a livello cellulare (Hofmann, 
Tong, Ajioka, Kushner, & Koeffler, 2002). 
Il TfR2 ha capacità di legame con la proteina HFE (Goswami & Andrews, 2006), 
hemojuvelina (D’Alessio, Hentze, & Muckenthaler, 2012) e CD81 (J. Chen & Enns, 
2015) ed è implicato anche nella regolazione dell’ormone epcidina anche se con 
meccanismo non ancora chiarito ma che probabilmente implica l’unione della 
transferrina con il recettore, sia come apotransferrina formando complessi dalla 
breve emivita (Kleven et al., 2018) sia come olotransferrina stabilizzandolo 
favorendo il suo riciclo invece che la degradazione a livello lisosomiale (B. M. 
Johnson & Enns, 2004; A. Robb & Wessling-Resnick, 2004). 
Sembra che la stabilizzazione del recettore avvenga non solo grazie al legame della 
transferrina diferrica ma anche quando essa è legata a vari altri metalli, come ad 
esempio cobalto o manganese, che mimano uno stato d’ipossia andando perciò ad 
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alterare l’espressione dell’epcidina probabilmente proprio grazie al TfR2 (Herbison 
et al., 2009). 
Il meccanismo ad ora più accreditato, ma ancora non del tutto chiarito, di 
regolazione dell’epcidina da parte del TfR2 implica il legame di quest’ultimo con 
L’HFE, spiazzata dall’olotransferrina per il legame con il TfR1 quando quest’ultima 
è presente in alte concentrazioni, e la successiva stimolazione alla produzione 
d’emojuvelina e conseguentemente di epcidina dato il meccanismo di stabilizzazione 
del recettore da parte dell’HFE (Nemeth, 2008). 
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1.5.2 La transferrina  
 
La transferrina (Tf) è una proteina dal peso molecolare di 80 kDa e dotata di due siti 
di legame per altrettante molecole di ferro (Holmberg & Laurell, 1947; C.-B. Laurell 
& Ingleman, 1947). 
E’ implicata nel trasporto del ferro a livello ematico per soddisfare i bisogni delle 
cellule e per sostenere l’eritropoiesi (Jandl et al., 1959). 
La sua conformazione è bilobata e può legare per ogni lobo una molecola di ferro 
con grande affinità (Aisen, 1978). 
La sua struttura comprende un dominio N ed uno C per ogni lobo e collegati tra loro 
da un breve peptide ma ben distanziati in forma in dissociata per permettere il 
legame con il ferro in questa zona grazie a dei gruppi carbonato (Cheng et al., 
2004a). 
Essa fa parte di una superfamiglia di glicoproteine, molto antiche dal punto di vista 
evolutivo e presenti in vari distretti corporei, comprendenti: la transferrina, prodotta 
dal fegato e riversata soprattutto nel torrente ematico ma anche in saliva, bile e 
fluido cerebrospinale (Leibman & Aisen, 1979), l’ovotransferrina tipica di uccelli e 
rettili (Jeltsch & Chambon, 1982; J. Williams, Elleman, Kingston, Wilkins, & Kuhn, 
1982), la lattoferrina tipica del latte ed altre secrezioni (Baggiolini, C, PL, & 
Heremans, 1970; Metz-boutigue et al., 1984) ed infine la melanotransferrina (o p97), 
unica incapace di legare il ferro, recentemente isolata da melanociti sani, neoplastici 
ed in alcuni tessuti fetali (Rose et al., 1986).  
Lattoferrina ed ovotransferrina sembrano avere azione antibatterica (Iyer & 
Lönnerdal, 1993; J. Williams et al., 1982) mentre la melanotransferrina sembra 
intervenire sulla regolazione del ciclo cellulare (Kwok & Richardson, 2002).     
La transferrina può presentarsi senza essere legata al ferro (apotransferrina), può 
legare una molecola di ferro (transferrina monoferrica) o può legare due atomi di 
ferro (olotransferrina) (Leibman & Aisen, 1979) e le modificazioni date dal legame 
con il metallo influenzano la cinetica di entrambi i lobi della molecola in quanto 
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un’α elica nel dominio C vicino al lobo terminale N favorisce il cambio di 
conformazione post legame e comunica all’altro lobo della proteina l’avvenuto 
legame modificandone l’affinità per il ferro stesso (Jameson, Anderson, Norris, 
Thomas, & Baker, 1999). 
Il ferro viene rilasciato dalla tasca presente nel dominio C grazie all’interazione tra 
lo stesso ed il recettore, coadiuvato dal dominio N che favorisce il legame e modula 
il rilascio del metallo (Zak & Aisen, 2003) grazie ad una protonazione dei residui 
aminoacidici e contemporanea decarbossilazione dei domini stessi (Hémadi et al., 
2006).  
Questa molecola, come già detto, si lega al TfR1 e 2 per trasportare il ferro 
all’interno della cellula e questa interazione con i recettori avviene non centralmente 
ma di lato, tra la membrana ed il dominio ad elica degli stessi (il dominio C della Tf 
si lega al dominio ad elica del TfR mentre il dominio N s’incanala tra recettore e 
membrana) (Cheng et al., 2004b).  
In medicina veterinaria essa sembra anche essere un possibile marcatore nel cane per 
diagnosticare neoplasie del tratto oro-nasale (Ploypetch et al., 2017). 
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Immagine 13. Rappresentazione della struttura cristallografica della  transferrina del coniglio (Hall et al., 
2002), il dominio C è in verde scuro, l’N in verde chiaro, l’α elica del dominio CF terminale in rosso, quella 
del dominio N in rosa ed il ponte disolfuro che stabilizza il dominio C in giallo; modificata da (Cheng et al., 
2004b) 
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1.5.3 Il metabolismo del ferro 
 
Il ferro è un elemento fondamentale per le cellule dell’organismo data la sua 
indispensabile presenza in enzimi regolanti le funzioni principali della cellula come 
respirazione, sintesi di DNA e metabolismo energetico (Hoffbrand, Ganeshaguru, 
Hooton, & Tattersall, 1976). 
Per favorire il trasporto del metallo all’interno dell’organismo in uno stato che 
impedisca la formazione di specie reattive dell’ossigeno nel corso dell’evoluzione si 
sono sviluppati vari meccanismi, tra cui nei vertebrati il legame con proteine carrier 
della superfamiglia delle transferrine (C. B. Laurell, 1947). 
La maggior parte del ferro è assunto, sia nell’uomo che negli animali domestici, 
attraverso la dieta (Andrews, 2008) grazie all’intervento di una reduttasi come il 
citocromo B a livello duodenale che riduce il ferro dalla forma 3+ a quella 2+ 
(McKie et al., 2001) e la sua entrata negli enterociti è mediata dalla proteina DMT1 
(Canonne-Hergaux, Gruenheid, Ponka, & Gros, 1999). 
All’interno dell’enterocita parte del ferro rimane nella cellula per le sue esigenze 
metaboliche mentre il resto è trasportato attraverso la membrana basolaterale dalla 
ferroportina (Abboud & Haile, 2000; Donovan et al., 2000; Andrew T McKie et al., 
2000) coadiuvata dalla ceruloplasmina che ne mantiene sede e stabilità (De 
Domenico, Ward, di Patti, et al., 2007). 
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Immagine 14. Rappresentazione grafica dell’assorbimento di ferro sia organico (eme) che inorganico da 
parte dell’enterocita tramite i trasportatori raffigurati, le abbreviazioni usate sono: BLV = biliverdina, 
DcytB = citocromo B, DMT1 = trasportatore divalente di metalli tipo 1, FP = ferroportina ed HCP1 = 
proteina carrier dell’eme tipo 1; modificata da (Toblli & Angerosa, 2014). 
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L’ormone che regola la disponibilità di ferro rendendola coerente con le richieste 
dell’organismo è l’epcidina, prodotta nel fegato (Krause et al., 2000; Park, Valore, 
Waring, & Ganz, 2001), essa agisce legandosi alla ferroportina fosforilandola e 
favorendo la sua degradazione a livello lisosomiale, bloccando così l’uptake 
intestinale di ferro (De Domenico, Ward, Langelier, et al., 2007; Nemeth et al., 
2004). 
Essa è finemente regolata nella sua espressione da un gran numero di altre molecole 
sempre implicate nella regolazione del metabolismo del ferro a livello cellulare, le 
più importanti sono HIF1α che funge da inibitore della stessa (Peyssonnaux et al., 
2007) e la via di segnalazione dipendente da SMAD/BMP (bone morphogenetic 
protein) ed emojuvelina che funge da attivatore dell’epcidina (Babitt et al., 2006; R.-
H. Wang et al., 2005). 
Una via chiave per la regolazione dell’epcidina è quella che vede coinvolte la 
proteina HFE ed il TfR. 
Come già esaminato in precedenza, HFE si può legare sia al TfR1 che al TfR2 
(Feder et al., 1997; Goswami & Andrews, 2006) e viene spiazzata 
dall’olotransferrina data l’affinità maggiore di quest’ultima per il sito legame con il 
TfR1(Bennett et al., 2000). 
IL TfR1 svolge perciò la funzione di sequestrare l’HFE fintanto che la transferrina 
non giunge a saturazione, spiazzando la precedente dal legame (Schmidt, Toran, 
Giannetti, Bjorkman, & Andrews, 2008) e favorendone l’interazione con il TfR2 che 
induce tramite l’emojuvelina l’espressione dell’epcidina (Nemeth, 2008). 
Appare così chiaro che la regolazione del ferro circolante sia basata sulla richiesta 
cellulare e che la transferrina funga da segnalatore per modulare la cascata appena 
descritta (Cavill, Worwood, & Jacobs, 1975; M. R. H. Taylor & Gatenby, 1966). 
Un ulteriore meccanismo regolatorio del ferro comprende il signaling delle proteine 
deputate al suo immagazzinamento a livello intracellulare, prima tra tutte la ferritina, 
che ha la doppia funzione di stoccare il ferro nella cellula e di conservarlo in una 
forma non tossica (Pauline M Harrison & Arosio, 1996). 
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Il ferro a livello intracellulare è diviso in un pool stabile legato alla ferritina ed uno 
labile che comprende il metallo coinvolto nei processi cellulari in atto (MacKenzie, 
Iwasaki, & Tsuji, 2008). 
La ferritina ha una conformazione rotondeggiante con centro vuoto di diametro pari 
a circa 80 Å ed è data da una serie di catene di 24 polipeptidi capaci di stoccare 4500 
molecole di ferro inorganico (Ford et al., 1984; P.M. Harrison et al., 1991). 
I polipeptidi sono composti da due sub unità definite H ed L (Theil, 1987) di cui la 
prima è deputata a legare il ferro ed a ridurlo mentre la seconda ne favorisce lo 
stoccaggio ed accumulo nella proteina (Ford et al., 1984; Levi et al., 1988). 
Oltre alla funzione intracellulare, esiste anche una forma circolante di ferritina 
(Jacobs & Worwood, 1975) anche se è stato riscontrato che solo la forma H riesce a 
legarsi al TfR1 per la sua internalizzazione (L. Li et al., 2010). 
S’ipotizza però che a livello epatico possa esistere un recettore specifico in grado di 
legare anche la catena L della molecola (Moss et al., 1992). 
Oltre al ferro, la molecola può legare con i suoi residui anche altri metalli come 
cadmio, zinco o calcio (Joshi & Zimmerman, 1988). 
In condizioni di abbondanza di ferro disponibile varie ferritine condensano, 
soprattutto a livello di fegato e cellule del sistema reticolo endoteliale, dando origine 
ad un composto molto stabile detto emosiderina che funge da riserva a lento rilascio 
di ferro per la cellula (Wixom, Prutkin, & Munro, 1980). 
La regolazione dei livelli di ferritina dipende direttamente da quelli del ferro ed 
avviene principalmente a livello post trascrizionale (H. Munro, 1993) grazie alla 
presenza di iron responsive elements (IRE) nel  tratto 5’  non codificante dell’mRNA 
(Maniatis, Goodbourn, & Fischer, 1987) con una modalità paragonabile a quella già 
descritta per il TfR1e che implica l’azione delle IRP (Henderson, Menotti, Bonnard, 
& Kühn, 1994). 
Queste ultime agiscono però in maniera opposta durante la regolazione della 
ferritina rispetto a quanto visto per il TfR1 dovendo favorire il legame con il ferro 
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quando questo circola in abbondanza e lasciandolo libero quando questo è presente 
in basse concentrazioni (H. Munro, 1993; H. N. Munro, 1990). 
La ferritina può anche essere sintetizzata in risposta a condizioni fisiologiche 
particolari e non dipendenti dal ferro come la flogosi (Hirayama et al., 1993; Rogers 
et al., 1990), la differenziazione cellulare (Chazenbalk, Wadsworth, Foti, & 
Rapoport, 1990) e negli stati ipossici (Qi & Dawson, 2002). 
Come già accennato la ferritina con la sua componente circolante fa parte delle 
quattro vie di uptake del ferro indipendenti dal TfR (L. Li et al., 2010) e che 
agiscono in maniera integrata alla regolazione dei livelli di ferro assieme ai 
meccanismi precedentemente descritti. 
Gli altri tre meccanismi di uptake sono due indipendenti da recettori (Chan, Ponka, 
& Schulman, 1992; Goto, Paterson, & Listowsky, 1983) mentre l’ultimo è mediato 
dalla lipocalina-2 (J. Yang et al., 2002). 
Appare così evidente come i recettori per la transferrina, la transferrina stessa, la 
ferritina e svariati altri meccanismi in parte descritti concorrano con meccanismi a 
feedback a garantire la corretta omeostasi del ferro all’interno dell’organismo. 
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Immagine 15. Illustrazione grafica dell’utilizzo del ferro e del suo trafficking a livello intracellulare, da 
notare il meccanismo d’entrata TfR dipendente, quello d’uscita mediato dalla ferroportina ed il pool stabile 
dato dalla ferritina mentre quello labile è utilizzato nelle funzioni cellulari rappresentate; tratta da (Torti & 
Torti, 2013c). 
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1.5.4 Il ruolo del Transferrin receptor 1 nelle neoplasie umane 
 
Il ferro è un elemento fondamentale per il metabolismo cellulare essendo implicato 
in varie funzioni come la respirazione cellulare e la sintesi degli acidi nucleici 
(Hoffbrand et al., 1976) e la riprogrammazione del suo metabolismo gioca un ruolo 
centrale nella sopravvivenza e moltiplicazione delle cellule tumorali (Torti & Torti, 
2013c). 
Le funzioni sia fisiologiche che dannose esercitate dal ferro possono in pari misura 
favorire lo sviluppo e la progressione della trasformazione neoplastica (Torti & 
Torti, 2013c) ad esempio aumentando il danno al DNA a causa dei radicali prodotti 
(Campbell, 1940; Richmond, 1959) o fornendo alla cellula tumorale il prezioso 
metallo per le sue aumentate esigenze metaboliche. 
In questo processo una parte fondamentale dell’uptake di questo elemento 
all’interno della cellula è giocato dal TfR1. 
Il recettore è infatti espresso maggiormente in molte tipologie di tessuti neoplastici 
se messi a confronto con la controparte sana e per alcuni di essi può fungere anche 
da fattore prognostico, un esempio può essere la neoplasia mammaria (D. C. Yang, 
Wang, Elliott, & Head, 2001), i tumori del sistema nervoso (Prior, Reifenberger, & 
Wechsler, 1990), leucemie e linfomi (Das Gupta & Shah, 1990), tumori polmonari 
(Kondo et al., 1990) e del tratto urinario (Seymour, Walsh, Lavin, Strutton, & 
Gardiner, 1987). 
Fondamentale è anche il ruolo del recettore nella moltiplicazione cellulare essendo 
egli stesso regolato nell’espressione dal gene c-myc. 
Quest’ultimo è uno dei geni più alterati nella trasformazione neoplastica di vari 
tessuti e da esso dipendono una vasta gamma di processi metabolici indispensabili 
per la cellula (Pelengaris, Khan, & Evan, 2002) tra cui la regolazione del ferro e dei 
processi da esso dipendenti all’interno della stessa (F. Li et al., 2005). 
E’ stato riconosciuto un ruolo chiave per questo recettore in svariati processi 
regolatori del metabolismo cellulare neoplastico sia per azione diretta che indiretta, 
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un esempio può essere la proliferazione cellulare (Gu et al., 2015), l’invasione 
(Ohkuma et al., 2012) e la metastasi (Meenakshi Singh et al., 2011a) o la crescita 
cellulare medita dalla chinasi JNK (Senyilmaz et al., 2015).  
Di particolare interesse è anche la funzione di induzione e sostegno della 
progressione neoplastica adoperato dal TfR1 grazie alla sua induzione tramite la 
sfingosina chinasi 1 (Pham et al., 2014).   
Una funzione che sembra avere enorme importanza nella biologia tumorale gestita 
da c-myc è la regolazione dell’entrata di ferro all’interno della cellula neoplastica 
grazie all’influenza che quest’ultimo ha nell’aumentare l’espressione di proteine 
come IRP2, H ferritina (Wu, Polack, & Dalla-Favera, 1999) e soprattutto TfR1 
(O’Donnell et al., 2006) e nel ridurre quella di proteine che favoriscono l’efflusso 
del metallo come NRAMP1(Bowen et al., 2002). 
La sovraespressione del TfR1 in particolare conferisce un vantaggio metabolico per 
la cellula tumorale in condizioni di aumentati fabbisogni data la rapida 
moltiplicazione e data la competizione per le risorse che s’instaura nel 
microambiente tumorale e favorisce ulteriormente la trasformazione neoplastica 
agevolando, dato l’aumento del ferro a livello intracellulare, un silenziamento per 
feedback di geni proapoptotici come p53 (O’Donnell et al., 2006). 
Durante le condizioni di stress ossidativo in cui versa la cellula neoplastica è 
aumentata la trascrizione del gene TFRC codificante per il TfR1 grazie all’azione di 
fattori di trascrizione come CREB1 e c-jun che risultano aumentati nella cellula 
tumorale rispetto alla controparte sana (Roodman, 2009). 
La condizione redox e la presenza di ferro all’interno della cellula sono regolati 
anche dal complesso mTOR che ha tra i fattori da esso controllati anche il TfR1 e 
che risulta alterato in varie tipologie di neoplasia (Bayeva et al., 2012).  
Questa condizione favorisce l’accumulo di radicali che alterano il signaling cellulare 
andando ad inattivare la tirosin fosftasi pRB e la proteina p21/cdk-n ed attivando 
tramite una via Akt dipendente delle chinasi che favoriscono la moltiplicazione 
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cellulare ed inibiscono i segnali normalmente deputati al suo controllo (Chirasani et 
al., 2009).   
 
1.5.5 Il TfR1 nel tumore al seno  
 
Nel tumore al seno il metabolismo del ferro è frequentemente alterato (Torti & Torti, 
2013a) con le modalità e finalità già illustrate in precedenza e grazie anche alla 
capacità del minerale d’interagire con i metaboliti secondari degli estrogeni 
favorendo reazioni redox e conseguenti danni al DNA (Belous, Hachey, Dawling, 
Roodi, & Parl, 2007; Liehr & Roy, 1990). 
Appare così evidente come sia gli estrogeni che il ferro fungano da facilitatori del 
processo di trasformazione neoplastica agendo in maniera sinergica nella sua 
promozione (Dai et al., 2008). 
Il metallo agisce influenzando molteplici proteine implicate nell’afflusso, 
metabolizzazione ed efflusso dello stesso alterandone il metabolismo e favorendo le 
funzioni vantaggiose per lo sviluppo neoplastico, ne è un esempio la 
metastatizzazione mediata dalla lipocalina 2 che, oltre a permettere l’entrata di ferro 
tramite un pathway alternativo a quello del TfR (J. Yang et al., 2002), favorisce una 
volta sovraespressa anche la produzione di metallo proteinasi di membrana (in 
particolare quella di tipo 9; MMP9) che facilita la metastatizzazione della neoplasia 
(Leng, Wu, & Arlinghaus, 2011).    
Paradossalmente sia un calo del minerale che un suo eccesso possono favorire la 
progressione neoplastica, nel primo caso favorendo l’angiogenesi tramite HIF1, nel 
secondo aumentando lo stress ossidativo e l’annesso danno agli acidi nucleici (Jian, 
Yang, Dai, et al., 2011) e portando ad una forma recentemente identificata di 
apoptosi detta ferroptosi (Fearnhead, Vandenabeele, & Vanden Berghe, 2017). 
Nella donna il TfR1 è più espresso nel carcinoma mammario rispetto alla mammella 
sana (Shindelman et al., 1981) e funge anche da fattore prognostico negativo per la 
sopravvivenza dopo la diagnosi (Habashy et al., 2010). 
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Il recettore è anche fosforilato dalla proteina src e ciò contribuisce alla 
sopravvivenza della cellula neoplastica (Jian, Yang, & Huang, 2011). 
Nel tumore al seno della donna il recettore sembra essere espresso in maniera 
maggiore grazie all’azione di IRP2 che risulta estremamente attiva nella cellula 
neoplastica e che favorisce perciò la traduzione del TfR1 ed un calo della ferritina H 
(W. Wang et al., 2014). 
Il recettore nella specie umana pare anche correlato all’espressione dei recettori per 
l’estrogeno ed il progesterone secondo recenti studi (Buas et al., 2015) anche se in 
passato non sembrava vi fosse correlazione (Tonik, Shindelman, & Sussman, 1986). 
Un ruolo fondamentale nello sviluppo e progressione della neoplasia mammaria 
sembra avere anche il microambiente che la circonda e nel quale è stata riscontrata 
un’alterazione dei geni regolatori del ferro, tra cui anche il TfR1, atta a creare un 
ambiente favorevole per la crescita della neoplasia stessa (Cairo, Recalcati, 
Mantovani, & Locati, 2011; Recalcati et al., 2010). 
La proliferazione cellulare nel tumore mammario sembra essere mediata anche dal 
TfR1 non solo tramite le vie già elencate ma grazie anche alla regolazione effettuata 
da quest’ultimo sulla via di segnale WNT/ßcatenina (Brookes et al., 2008; Torti & 
Torti, 2013b). 
 
1.5.6 Il TfR1 negli animali domestici 
 
Sono davvero pochi i lavori scientifici che vanno ad esaminare il ruolo del 
Transferrin receptor 1 negli animali domestici. 
In letteratura non sono presenti studi sulla sua espressione nel tumore mammario. 
E’ stata dimostrata la sua presenza nei linfomi canini, in particolare nel linfoma T ed 
in quello B a basso grado (Priest et al., 2011) e nei tumori cerebrali del cane e nelle 
loro metastasi (Olby et al.,2000). 
Il TfR1 è stato valutato ed è stata riportata la sua presenza anche nei melanomi e 
carcinomi squamosi in particolare con sede oro-nasale (Ploypetch et al., 2017). 
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Non esistono attualmente lavori che dimostrino la sua espressione nelle neoplasie 
del gatto anche se si sa per certo che è espresso nei tessuti per i quali il parvovirus 
sia canino che felino ha tropismo in quanto il recettore è la sua porta d’entrata 
all’interno della cellula (Parker et al., 2001). 
 
1.5.7 Il TfR1 come target per terapie antineoplastiche innovative 
 
Il Transferrin receptor 1 si presta particolarmente all’utilizzo come target 
terapeutico dato le caratteristiche vantaggiose presentate da questo recettore: 
 È espresso a livello di membrana cellulare ed è perciò accessibile ai farmaci 
provenienti dal circolo o presenti nell’interstizio 
 È endocitato all’interno della cellula permettendo l’entrata di eventuali 
farmaci all’interno della stessa 
 Riveste un ruolo essenziale nel metabolismo e nella proliferazione delle 
cellule neoplastiche 
 È sovraespresso in una vasta gamma di neoplasie garantendo perciò la 
selettività del trattamento (Luria-Pérez, Helguera, & Rodríguez, 2016). 
In medicina umana sono state sviluppate svariate tipologie di terapie aventi come 
target il TfR1, alcune delle quali hanno attualmente raggiunto il livello dei Trials pre 
clinici e clinici. 
Una delle strategie utilizzate è quella di sfruttare il recettore per trasportare 
all’interno della cellula chemioterapici come ad esempio la doxorubicina 
coniugando la stessa con la transferrina grazie ad un legame labile sensibile al pH 
acido per favorirne il distacco all’interno degli endosomi (Mandip Singh, Atwal, & 
Micetich, 1998), si può coniugare il chemioterapico anche ad un anticorpo anti TfR1 
sempre con legame acido sensibile (Braslawsky et al., 1991) o saturando il 
complesso Tf-doxorubicina con il gallio nitrato (altro antineoplastico che si 
sostituisce al ferro nel metabolismo cellulare andando a bloccare le vie da esso 
dipendenti) combinando le azioni dei due farmaci (Chitambar, 2004). 
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Similmente si possono legare alla transferrina anche altri tipi di farmaci come ad 
esempio il cisplatino, che si lega ai siti normalmente occupati dal ferro (Hoshino et 
al., 1995) o il Chlorambucil (Beyer et al., 1998), così come la mitomicina C 
(Tanaka, Shiramoto, Miyashita, Fujishima, & Kaneo, 2004), la gemcitabina (Piel & 
Tilton, 2017) e la danorubicina (Béjaoui, Pagé, & Nöel, 1991). 
Altra opzione terapeutica è l’unione della transferrina con tossina batteriche, vegetali 
o fungine creando quella che viene definita un’immunotossina (Salvatore, Beers, 
Margulies, Kreitman, & Pastan, 2002). 
Alcune delle tossine più usate sono quella del ricino coniugata alla transferrina 
(Raso & Basala, 1984) o ad un anticorpo IgG1 anti TfR1 (Recht, Griffin, Raso, & 
Salimi, 1990). 
Altre tossine derivate dalle piante possono essere la saporina, coniugabile sia alla 
transferrina (Cazzola et al., 1991) che ad un anticorpo IgA anti TfR1(Scott, 
Goldmacher, Lambert, Jackson, & McIntyre, 1987), gelonina (Scott et al., 1987), la 
proteina antivirale della fitolacca americana, che agisce come antagonista delle basi 
puriniche (Ramakrishnan & Houston, 1984) o tossine dalla luffa (Luffa aegyptiaca) 
(Ramakrishnan, Enghlid, Bryant, & Xu, 1989). 
Bisogna ricordare che gli anticorpi anti TfR1 possono essere letali per la cellula 
neoplastica anche di per sé (Lesley & Schulte, 1985; Ian S. Trowbridge, Lesley, & 
Schulte, 1982). 
Tra le tossine fungine più importanti bisogna citare la restrictocina, coniugata con un 
anticorpo IgG1 anti TfR1 con legame acido sensibile (Dharmendar Rathore & Batra, 
1996) e l’α sarcina che utilizza lo stesso vettore (D. Rathore, Nayak, & Batra, 1997). 
Tra le tossine batteriche finora utilizzate si può annoverare l’esotossina del batterio 
Pseudomonas aeruginosa coniugata ad anticorpi monoclonali anti TfR1 (Pirker et 
al., 1985) o ad un anticorpo troncato a singola catena (scFv) tramite fusione genetica 
(Batra, Fitzgerald, Chaudhary, & Pastan, 1991). 
È stata utilizzata anche la tossina difterica grazie alla sua unione con un anticorpo 
anti TfR1 (Rybak, Saxena, K, J Ackerman, & J Youle, 1991). 
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Il recettore funge anche porta d’entrata per numerose altre sostanze utilizzate per 
scopi di contrasto della neoplasia, come le ribonucleasi che vengono utilizzate sia 
coniugate alla Tf che ad anticorpi anti TfR1 di vario tipo (Rybak et al., 1991), 
compresi quelli a singola catena o sostanze dal grande peso molecolare come 
polimeri, liposomi o nano particelle. 
In particolare sono stati utilizzati polimeri come la polietilenimmina usata come 
vettore assieme alla transferrina per portare geni con proprietà regolatorie 
antitumorali o radio nucleotidi all’interno della cellula neoplastica (Kim et al., 2004) 
o come il polietilglicole per inserire il gene codificante per il TNFα all’interno delle 
cellule tumorali (Kursa et al., 2003). 
I liposomi sono utilizzati come carrier avendo alcuni vantaggi come la minor 
immunogenicità rispetto ai vettori virali, potendo contenere varie tipologie di 
sostanze al loro interno e potendo esprimere sulla superficie delle molecole che 
possono renderli selettivi come ad esempio la transferrina (T. M. Allen, 1998). 
Le molecole finora sperimentate come antineoplastici e portati alla cellula grazie a 
liposomi sono ad esempio il Mastoparan (un derivato del veleno di vespa) (Ishida et 
al., 2001), doxorubicina (Lopez-Barcons, Polo, Llorens, Reig, & Fabra, 2005), 
cisplatino (Iinuma et al., 2002), nucleotidi antisenso (S.-J. Chiu, Liu, Perrotti, 
Marcucci, & Lee, 2006), geni specifici come p53 (Xu et al., 2002) o nella terapia 
foto sensibilizzante (Derycke et al., 2004).  
Ai liposomi oltre alla transferrina si possono legare in superficie anche anticorpi anti 
TfR1 a catena singola per rendere gli stessi selettivi verso le cellule che esprimono 
maggiormente il recettore (Yu et al., 2004). 
Altro vettore estremamente interessante sono le nanoparticelle, usate per portare 
all’interno della cellula tumorale dei frammenti utili di DNA o degli enzimi 
degradanti (Pun et al., 2004). 
In particolare sono state utilizzate nano particelle coniugate alla ferritina per portare 
il paclitaxel all’interno di cellule prostatiche tumorali sfruttando il transferrin 
receptor 1 come porta d’entrata (Sahoo, Ma, & Labhasetwar, 2004). 
54 
 
Appare così evidente la necessità di ricercare, anche in medicina veterinaria, validi 
farmaci e vettori per poter utilizzare questo recettore come target per la terapia 
antitumorale negli animali domestici. 
Importanti infine anche alcuni farmaci antitumorali che agiscono più in generale sul 
metabolismo del ferro nella cellula neoplastica per espletare il loro effetto, come le 
statine (Kanugula et al., 2014).    
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
Lo scopo della tesi consiste nel dimostrare la possibilità anche in campo medico 
veterinario di estrarre da campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina 
(formalin fixed paraffin embedded- FFPE) acidi nucleici (i.e. DNA) utilizzabili poi 
per numerose analisi di biologia molecolare tra cui il Whole Exome Sequencing al 
fine di sviluppare queste metodiche innovative anche nello studio dei tumori in 
ambito veterinario ed in particolar modo per quanto concerne il tumore mammario 
felino. 
Lo scopo è aprire la strada allo sviluppo di nuove tecniche diagnostiche, 
prognostiche e terapeutiche per la medicina veterinaria ed approfondire lo studio del 
genoma tumorale nel gatto e delle sue variazioni a seconda della progressione 
tumorale (neoplasia primaria, emboli metastatici e metastasi linfonodale). Nello 
specifico, l’obiettivo preliminare di questo lavoro di tesi è dimostrare di poter 
ottenere DNA adeguato sia dal punto di vista qualitativo sia quantitativo per 
permettere l’applicazione del Whole Exome Sequencing. 
Tale tecnica verrà applicata in uno studio successivo al fine di valutare le differenze 
genetiche, in termini di polimorfismi a singolo nucleotide (single nucleotide 
polymorphisms-SNP) e variazioni del numero di copie (copy number variations-
CNVs) tra tessuto sano, tumore primario e metastasi linfonodali non solo per gli 
scopi precedentemente elencati ma anche data la valenza del tumore mammario 
felino come modello animale per la neoplasia mammaria della donna. 
Un secondo obiettivo è quello di far luce in particolare sull’espressione del 
transferrin receptor 1 sulle cellule di carcinoma mammario felino e le differenze 
della stessa tra mammella sana e neoplastica con le varie sottocategorie già elencate 
al fine di poter valutare il TfR1 come possibile target terapeutico futuro per il 
carcinoma mammario felino. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1selezione ed estrazione dei campioni FFPE 
 
I campioni sono stati estratti utilizzando un kit apposito, quantificati tramite 
spettrofotometro e successivamente si è provveduto a costruire le library per il 
successivo sequenziamento secondo Whole Exome Sequencing. 
I campioni selezionati (31 in tutto) provengono dal servizio diagnostico 
d’istopatologia dell’Università di Padova, di Bologna e di Torino e constano di 
tessuto fissato in formalina ed incluso in paraffina prelevato durante gli interventi di 
rimozione delle suddette neoplasie e dei relativi vetrini colorati con ematossilina 
eosina. 
Sono stati inclusi nello studio i seguenti casi: 
 Tessuto mammario sano o, laddove non presente, cute sana di animali che 
hanno sviluppato tumore mammario non metastatico 
 Tessuto mammario sano o, laddove non presente, cute sana di animali che 
hanno sviluppato tumore mammario metastatico 
 Tessuto proveniente dalla massa tumorale mammaria primaria dei suddetti 
animali 
 Tessuto neoplastico proveniente da metastasi linfonodale dei suddetti animali 
Si è provveduto a visionare caso per caso ogni vetrino presente per selezionare i 
campioni più idonei per il progetto e per poter dare un grado ed una classificazione 
alle neoplasie osservate. 
Gli osservatori constavano nel sottoscritto, uno dei due Correlatori e nella Relatrice 
di questo progetto coadiuvati a seconda delle necessità anche da una terza patologa 
veterinaria. 
Sono stati selezionati carcinomi semplici, cioè neoplasie con proliferazione della 
sola componente epiteliale, sulla base della diagnosi morfologica.  
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Ne i casi con morfologia dubbi, è stata eseguita colorazione immunoistochimica per 
confermare o smentire l’origine epiteliale del tumore.  
In particolar modo gli anticorpi utilizzati sono stati: calponina, un filamento 
contrattile tipico delle cellule mioepiteliali; p63, marcatore nucleare sempre per lo 
stesso tipo di cellule; vimentina, per distinguere i tessuti di origine mesenchimale e 
pancitocheratine per distinguere i tessuti epiteliali.  
Essi sono anticorpi monoclonali umani con reattività crociata per i tessuti animali 
ampiamente descritta in letteratura (Vos JH et all.,1993). 
Per la colorazione è stato utilizzato l’immunocoloratore automatico in dotazione 
presso il laboratorio d’immunoistochimica del Dipartimento BCA dell’Università di 
Padova (BenchMark XT, Ventana Medical Systems) ed i protocolli utilizzati per 
preparare i vetrini sono riportati nell’appendice finale.  
Una volta selezionati i campioni che soddisfavano le caratteristiche e categorie sopra 
esposte si è provveduto all’estrazione del materiale genetico dagli stessi tramite il kit 
Allprep DNA/RNA FFPE (Qiagen cat.no 80234) seguendo il protocollo in seguito 
riportato e provvedendo ad estrarre sia il DNA che l’RNA ed estraendo in 
esperimenti separati i campioni di tessuto sano o malato e quelli di metastasi 
linfonodale. 
Il protocollo utilizzato è il seguente:  
Con un microtomo, eliminare l’eccesso di paraffina dal blocchetto. 
1. Tagliare sezioni di 10-20 m di spessore. Non usare più di quattro sezioni di 
10 m di spessore e 150 mm2 di superficie o due da 20 m e 150 mm2. Se la 
superficie del campione è stata esposta all’aria, elimino le prime due o tre 
sezioni. 
2. Porre immediatamente le sezioni in una Eppendorf da 1,5 ml. 
3. Deparaffinizzazione usando l’eptano: 
a. Aggiungere 500 l di eptano, mescolare usando il vortex vigorosamente 
per 10 s, ed incubare per 10 min a temperatura ambiente. 
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b. Aggiungere 25 l di metanolo, mescolare usando il vortex 
vigorosamente per 10 s, e centrifugare per 2 min a 9,000 x g. 
c. Rimuovere con cautela il surnatante pipettando senza disturbare il 
precipitato. Rimuovere con cautela ogni residuo di eptano/metanolo 
usando un puntale sottile. 
d. Aggiungere 1 ml di etanolo (96-100%) al precipitato, mescolare usando 
il vortex (15 sec), e centrifugare a velocità massima per 2 min. 
e. Rimuovere con cautela il surnatante pipettando senza disturbare il 
precipitato. Rimuovere con cautela ogni residuo di etanolo usando un 
puntale sottile. 
f. Lasciare il tappo aperto ed incubare a temperature ambiente o fino a 
37°C per10 min o fino a che tutto l’etanolo residuo non sia evaporato.  
4. Risospendere il precipitato aggiungendo 150 l di Buffer PKD e picchiettare il 
microtubo per risospendere e staccare il percipitato. Aggiungere10 l di 
proteinasi K e mescolare usando il vortex (15 sec). 
5. Incubare a  56°C per 15 min. (Nota: a seconda del campione, questo potrebbe 
non essere lisato del tutto. Ciò non influenza la procedura.) 
6. Incubare in ghiaccio per 3 min.  
7. Centrifugare per 15 minuti a 20,000 x g. 
8. Trasferire con cautela il surnatante, senza disturbare il precipitato, in un 
nuovo microtubo da 2 ml per la purificazione dell’ RNA. Conserva il 
precipitato per la purificazione del DNA. Il precipitato contenente il DNA può 
essere conservato per 2 h a temperature ambiente, fino ad un giorno a 2-8°C, o 
da -15 a -30°C per periodi più lunghi.  
Purificazione dell’RNA  
9. Incubare il surnatante ottenuto al punto 9 a 80°C per 15 min. (Nota: nel corso 
di questa incubazione, inizia la purificazione dell’ RNA genomico). 
10. Centrifugare brevemente il microtubo per eliminare eventuali gocce presenti 
sul tappo. 
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11. Aggiungere 320 l di Buffer RLT e mescolare usando il vortex (30 sec) o 
pipettando. 
12. Aggiungere 1120 l di etanolo (96-100%) e mescolare accuratamente usando 
il vortex (20 sec) o pipettando.  
13. Trasferire 700 l del campione, inclusi i precipitati che potrebbero essersi 
formati, in una colonnina RNeasy MinElute spin posta in un microtubo da 2 
ml. Chiudere il tappo con delicatezza e centrifugare per 15 s a 8,000 x g 
(10,000 rpm). Eliminare il liquido raccolto nel microtubo. 
14. Ripetere il punto 14 fino a quando tutto il campione non sarà passato 
attraverso la colonnina RNeasy MinElute spin. 
15. Aggiungere 350 l di Buffer FRN sulla colonnina RNeasy MinElute spin. 
Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 
rpm). Eliminare il liquido raccolto nel microtubo. 
16. Aggiungere 10 l di DNase I stock solution a 70 l di Buffer RDD. Mescolare 
delicatamente capovolgendo il microtubo e centrifugare brevemente per 
raccogliere eventuale liquido dai lati del microtubo. 
17. Aggiungere la DNase I incubation mix (80 l) direttamente sulla membrane 
della colonnina RNeasy MinElute spin e lasciare sul bancone  (20-30°C) per 
15 min. 
18. Aggiungere 500 l di Buffer FRN sulla colonnina RNeasy MinElute spin . 
Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 
rpm). Conservare il liquido depositatosi nel miocrotubo per il punto 20. 
19. Porre la colonnina RNeasy MinELute spin in un nuovo microtubo da 2 ml 
(fornito). Porre il liquido conservato nel punto 19 sulla colonnina. Chiudere il 
tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 rpm). 
Eliminare il liquido raccolto nel microtubo. 
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20. Aggiungere 500 l di Buffer RPE sulla colonnina RNeasy MinElute spin. 
Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 
rpm). Eliminare il liquido raccolto nel microtubo. 
21. Aggiungere 500 l di Buffer RPE sulla colonnina RNeasy MinElute spin . 
Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 
rpm). Eliminare il microtubo ed il liquido contenuto al suo interno. 
22. Porre la colonnina RNeasy MinElute spin in un nuovo microtubulo da 2 ml 
(fornito). Aprire il tappo della colonnina e centrifugare a massima velocità per 
5 min. Eliminare il microtubo ed il liquido contenuto al suo interno.  
23. Porre la colonnina RNeasy MinElute spin in un nuovo microtubo da 1.5 ml. 
Aggiungere 14-30 l di acqua RNase-free direttamente sulla membrana della 
colonnina. Chiudere delicatamente il tappo ed incubare per 1 min a 
temperatura ambiente. Centrifugare a 100 x g per 1 min. Centrifugare a 
velocità massima per 1 min per eluire l’RNA.  
Purificazione del DNA genomico 
24. Risospendere il precipitato del punto 9 in 180 l di Buffer ATL, aggiungere 
40 l di proteinasi K e mescolare usando il vortex (20 sec).  
25. Incubare a 56°C per 1 h. 
26. Incubare a 90°C per 2 h senza agitare. 
27. Centrifugare brevemente il microtubo per rimuovere eventuali gocce da sotto 
il tappo.  
a. Opzionale: Se è richiesto DNA privo di RNA genomico, lasciare che il 
campione ritorni a temperatura ambiente ed aggiungere poi 4 l di 
RNasi A (100 mg/ml). Incubare per 2 min a temperature ambiente 
prima di procedure con il punto 29. 
28. Aggiungere 200 l di Buffer AL e mescolare completamente usando il vortex. 
Aggiungere poi 200 l di etanolo (96-100%) e mescolare completamente di 
nuovo usando il vortex o pipettando. (Nota: il Buffer AL e l’etanolo possono 
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essere mescolati assieme e poi essere aggiunti così in un solo passaggio per 
risparmiare tempo quando si stanno processando molti campioni.) 
29. Trasferire l’intero campione su di una colonnina QIAamp MinElute spin posta 
in un microtubo da 2 ml (fornito). Chiudere il tappo delicatamente e 
centrifugare per 1 min a 8,000 x g (10,000 rpm). Eliminare il microtubo ed 
il liquido contenuto al suo interno. (Nota: se il campione non è passato 
completamente attraverso la membrana dopo la centrifugazione, centrifugare 
nuovamente a velocità maggiore fino a che la colonnina QIAamp MinELute 
spin non sarà vuota.) 
30. Porre la colonnina QIAamp MinELute spin in un nuovo microtubo da 2 ml 
(fornito). Aggiungere 700 l di Buffer AW1 sulla colonnina. Chiudere il tappo 
delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 rpm). Eliminare il 
liquido raccolto nel microtubo. 
31. Aggiungere 700 l di Buffer AW2 sulla colonnina  QIAamp MinElute spin. 
Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g (10,000 
rpm). Eliminare il liquido raccolto nel microtubo. 
32. Aggiungere 700 l di etanolo (96-100%) sulla colonnina QIAamp MinELute 
spin. Chiudere il tappo delicatamente e centrifugare per 15 s a 8,000 x g 
(10,000 rpm). Eliminare il microtubo ed il liquido contenuto al suo interno. 
33. Porre la colonnina QIAamp MinElute spin in un nuovo microtubo da 2 ml 
(fornito). Aprire il tappo della colonnina e centrifugare a velocità massima per 
5 min. Eliminare il microtubo ed il liquido contenuto al suo interno.  
34. Porre la colonnina QIAamp MinElute spin in un nuovo microtubo da  1.5 ml. 
Aggiungere 30-100 l di Buffer ATE direttamente sulla membrana della 
colonnina. Chiudere il tappo delicatamente ed incubare da 1 a 5 min a 
temperatura ambiente. Centrifugare a 100 x g per 1 min. Centrifugare a 
velocità massima per 1 min per eluire il DNA.  
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Una volta estratti, i campioni sono stati quantificati usando il Nanodrop 
(ThermoFisher Scientific) e successivamente stoccati a -20°C per quanto riguarda il 
DNA ed a -80°C per l’RNA. 
 
 
Immagine 16. Tabella che descrive la classificazione secondo la diagnosi morfologica ed evidenzia la 
quantificazione del DNA e dell’RNA dopo l’ estrazione, i campioni sono classificati come H (mammella 
sana), HM (porzione di mammella sana su paziente con carcinoma mammario), PNM (carcinoma 
mammario) e PM (carcinoma mammario metastatico) 
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3.1.1 Purificazione in etanolo 
 
In caso il picco dell’acido nucleico non risultasse netto o non risultasse univoco, si è 
utilizzata la tecnica della purificazione in etanolo del materiale genetico per 
migliorane la purezza. 
Questa tecnica sfrutta la proprietà del glicogeno di fungere da carrier per gli acidi 
nucleici e di essere insolubile in alcool, favorendo così la cattura e la purificazione 
degli stessi.  
Il protocollo della suddetta procedura è il seguente: 
1. Aggiungere 0.5 µl di glicogeno PCR grade (= 10µg) (Invitrogen #10814010) 
all’ RNA. 
2. Aggiungere 1/10 del volume (i.e., 3 l se la soluzione eluita contenente l’RNA 
è di 30 l) di sodio acetato 3M a pH 5.2 e mescolare bene. 
3. Aggiungere 2.5 volte il volume (i.e., 75 l se il volume della soluzione di 
partenza è di 30 l) di etanolo 99.5% appena estratto dal ghiaccio, mescolare 
bene e trasferire in un nuovo microtubo da 0.6 ml ed incubare 1 ora a -20°C (in 
alternativa: lasciare per tutta la notte a -20°C) 
4. Accendere il termoblocco ed impostarlo a 70°C 
5. Mettere il tubo da 0.6 mL dentro ad un tubo da 2 mL o da 1.5 ml (perché il tubo 
da 0.6mL potrebbe distruggersi durante la centrifuga ad alta velocità). 
Centrifugare il campione a 15,000g per 25 minuti a 4°C (centrifuga nella stanza 
PCR). 
6. Rimuovere con cautela il surnatante (si può lasciare un pò di soluzione sotto al 
pellet per essere certi di non staccarlo o smuoverlo). (ricentrifugare poi a 4°C) 
7. Aggiungere 500µl di etanolo 70% appena estratto dal ghiaccio per lavare via il 
sale in eccesso. Mescolare bene. (Si può eseguire questo passaggio due volte se 
I livelli di contaminanti nel campione rimangono alti). 
8. Centrifugare il campione a 15,000g per 25 minuti a 4°C. 
9. Rimuovere con cautela il surnatante cercando di rimuoverne il più possibile. 
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10. Asciugare all’aria il pellet dentro alla cappa (tenere i tappi dei tubi aperti). 
Opzionale: portare un termoblocco pulito e portato a 70°C all’interno della 
cappa ed asciugare il pellet per 10 minuti (dipende da quanto etanolo è stato 
lasciato). Asciugare completamente ma non esagerare con il tempo 
d’esposizione al calore.  
11. Aggiungere 12.5/20 l di acqua nuclease-free. Non pipettare il campione 
(l’RNA potrebbe rimanere dentro alla pipetta). Aggiungere acqua per prima 
cosa, lasciare riposare per 1 minuto. Pipettare solo in seguito e lasciar riposare 
per 1 minuto. Pipettare cercando di grattare l’area del pellet per risospenderlo. 
 
3.1.2 Elettroforesi su gel di agarosio del materiale genetico estratto da campioni 
FFPE 
 
Eseguita come descritto la quantificazione degli acidi nucleici tramite Nanodrop, si è 
proceduto anche ad applicare la tecnica dell’ elettroforesi su gel di agarosio per poter 
determinare la qualità del materiale ottenuto. 
Si sono disciolti in 150ml di buffer TAE (tris-acetate-EDTA) 3 grammi d’agarosio 
per ottenere una soluzione finale al 2%. 
Essa è stata poi portata ad ebollizione grazie ad un forno a microonde e, una volta 
che la soluzione è diventata trasparente, lasciata raffreddare aggiungendo nel mentre 
15µl di GelRed® (Biotium), un agente intercalante necessario per la visualizzazione 
dei frammenti di DNA o RNA ottenuti. 
Una volta raffreddata la soluzione è stata versata su di un apposito supporto 
orizzontale per elettroforesi dotato di pettini per lo stampo dei pozzetti. 
Dopo circa 40 minuti il gel ottenuto è solidificato e pronto all’uso. 
Il protocollo per l’esecuzione dell’elettroforesi è il seguente: 
1. Porre il gel ottenuto nella vaschetta riempita con soluzione buffer TAE 1X e 
rimuovere i pettini per ottenere i pozzetti di caricamento 
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2. Depositare 5µl di Orange G (Merck) e 10µl di campione per un totale di 15µl 
di soluzione per ogni pozzetto utilizzato 
3. Nell’ultimo pozzetto depositare 8µl di Ladder, un marcatore di peso 
molecolare (100bp+3K Ladder, SMOBIO) 
4. Collegare gli elettrodi del generatore alla vaschetta con il gel ed impostare un 
voltaggio di 110V per 45-60 minuti 
5. Interrompere l’erogazione di corrente quando il colorante del marcatore 
oltrepassa la metà della lunghezza del gel 
6. Osservare il gel al transilluminatore (GelDoc ™ XR+ System, Bio Rad) 
 
3.2 Analisi d’espressione del TfR1 tramite colorazione immunoistochimica 
 
Per l’analisi d’espressione del TfR1 sono stati adoperati gli stessi tessuti 
precedentemente utilizzati per l’estrazione del materiale genetico.  
Sono state tagliate sezioni da 4µm e sono state montate su vetrini TOMO® 
(Matsunami) a carica positiva. 
Le sezioni hanno sostato in stufa a 37°C per 30 minuti prima dell’inizio della corsa 
di colorazione. 
È stato seguito poi il protocollo riportato in appendice utilizzando un 
immunocoloratore automatizzato (BenchMark XT, Ventana Medical Systems). 
Il macchinario può processare contemporaneamente fino a 30 vetrini con protocolli 
indipendenti grazie al riconoscimento automatico degli stessi tramite sistema di 
codici a barre e l’utilizzo di piastre singole riscaldanti. 
Esso svolge ognuno dei passaggi della colorazione immunoistochimica 
(deparaffinatura, smascheramento, incubazione, rivelazione e controcolorazione) in 
maniera automatica, fatta eccezione per la sola aggiunta dell’anticorpo che deve 
essere svolta manualmente. 
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Ogni altro reagente è aggiunto dalla macchina e mescolato sul vetrino tramite getti 
di aria; l’evaporazione è impedita dalla stesura di una pellicola oleosa sopra alla 
sezione stessa. 
È stato utilizzato un anticorpo monoclonale murino anti TfR1 umano clone H68.4 
(ThermoFisher Scientific) ad una concentrazione di 1:25 la cui reattività è stata 
dimostrata verso il TfR1 dell’uomo, del cane e del gatto. 
Come rilevatore si è adoperato l’ultraView™ Universal DAB Detection Kit 
(Ventana Medical Systems), kit composto da cinque reagenti (DAB Inhibitor, HRP 
Multimer, DAB Chromogen, DAB H2O2 e DAB Copper) basato su un multimero 
biotina-free che coniuga su uno scheletro polimerico anticorpo secondario e 
perossidasi Horseradish adatto per la rilevazione indiretta di anticorpi primari di 
coniglio e di topo. 
La positività si rivela quindi come una colorazione marrone. 
Ad ogni corsa dell’immunocoloratore sono stati aggiunti un campione la cui 
funzione era quella di fungere da controllo positivo (tonsilla umana) ed un campione 
su cui è stata applicata soluzione tampone e non anticorpo primario anti TfR1. 
 
3.2.1 conta manuale delle cellule e valutazione tramite software Image J 
 
È stata eseguita poi una conta manuale per ogni vetrino andando a prendere in esame 
10 campi significativi a 40x (HPF o high power field) e contando 100 cellule per 
ogni campo, classificando le stesse a seconda della presenza o meno della 
colorazione marrone e della sua intensità in negative, debolmente positive, 
mediamente positive ed altamente positive. 
Si è ottenuto perciò un numero totale di 1000 cellule contate per ogni vetrino e 
l’intensità media di colorazione dello stesso. 
L’analisi statistica sul conteggio e valutazione dell’intensità della colorazione 
dell’immunoistochimica per TfR1 è stata eseguita con il programma Prism 8 
(GraphPad). 
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Per confrontare e confermare i dati raccolti manualmente sono state analizzate 
tramite il software Image J le foto dei vetrini acquisite tramite microscopio digitale 
D-sight (Menarini Diagnostics) utilizzando il plugin IHC profiler. 
Esso permette di separare nell’immagine i tre colori fondamentali acquisiti dalla 
fotocamera (rosso, blu e verde) e di isolare in questo modo i pixel corrispondenti alla 
lunghezza d’onda del marrone, quantificando perciò la colorazione DAB e fornendo 
il numero totale di pixel contati e la percentuale di quelli negativi, lievemente 
positivi, positivi ed altamente positivi (Varghese, Bukhari, Malhotra, & De, 2014a). 
Si è applicato questo protocollo di analisi computerizzata su ogni vetrino 
analizzando per ognuno di essi 5 campi significativi a 20x come effettuato in un 
lavoro a tema TfR1 nel linfoma canino (Priest et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
68 
 
caso   classificazione  campioni totali divisi per categoria 
1 H H=7  
3 H HM= 2 
4 H+PNM PNM=7 
5 H+PNM PM= 7 
6 H+PNM LM= 7 
7 H 
 8 PM 
 09;10 PM+LM   
11 PM 
 12 H+PNM 
 14 PNM 
 15 PNM 
 17;18 PNM 
 19 HM 
 20 PM 
 21 PM 
 22 LM 
 23 PM 
 24 HM+LM+ PM 
 25 LM 
 27 LM 
 29 LM 
 31 LM 
 Immagine 17. Elenco dei casi e relative tipologie tissutali utilizzate per l’esecuzione della colorazione 
immunoistochimica per rilevare il TfR1 felino e relativa numerosità dei campioni divisa per categorie; la 
classificazione è divisa in tessuto sano (H), tessuto sano da campione con tumore che ha dato metastasi 
(HM), tumore primario (PNM), tumore primario che ha dato metastasi (PM) e linfonodo metastatico (LM) 
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3.3 Analisi d’espressione del TfR1 su linee cellulari  
 
3.3.1 Immunofluorescenza  
 
Per dimostrare l’espressione del recettore, è stata inoltre eseguita 
un’immunofluorescenza su linee cellulari di gatto, donna e cane. 
Le suddette linee sono FMCp, FMCm, MDA-MB231, MCF7, CYPp, CYPm, CF-33 
e CMT-Da. 
La prima e la seconda sono derivate rispettivamente da un carcinoma mammario 
felino primario e da metastasi sempre della stessa tipologia di neoplasia; la terza e 
quarta rappresentano rispettivamente linee commerciali di carcinoma mammario 
triplo negativo di donna e di tumore mammario di donna che esprime recettori per 
estrogeni, progesterone e glucocorticoidi. 
La quinta, sesta e settima rappresentano delle cellule di carcinoma mammario 
primario e metastatico canino, l’ultima è una linea sempre di carcinoma mammario 
canino, precedentemente isolata presso il dipartimento BCA e proveniente da un 
campione prelevato presso l’ Ospedale Veterinario Universitario Didattico di 
Legnaro e diagnosticato come carcinoma solido di 3° grado.  
Il protocollo utilizzato per l’immunofluorescenza è il seguente: 
1. Rimuovere il medium delle cellule  
2. Eseguire un lavaggio rapido con 500µl di PBS  
3. Fissazione: Aggiungere 200 µl di paraformaldeide al 4% a temperatura 
ambiente per 10  
4. Lavare le cellule con 3 veloci risciacqui con 500 µl PBS (in alternativa lavare 
per 5 minuti per ogni risciacquo) 
5. Preparare una camera umidificata 
6. Permeabilizzazione: aggiungere 200µl di Triton X-100 allo 0.1% nel PBS a 
temperatura ambiente, lasciar riposare per10 minuti  
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7. Lavare le cellule con 3 veloci risciacqui con 500 µl PBS (in alternativa lavare 
per 5 minuti per ogni risciacquo) 
8. Blocking: Aggiungere 200 µl di BSA all’ 1% nel PBS a temperatura ambiente, 
lasciar riposare per 1 ora a temperatura ambiente 
9. Lavare le cellule con 3 veloci risciacqui con 500 µl PBS (in alternativa lavare 
per 5 minuti per ogni risciacquo) 
10. Aggiungere l’anticorpo primario H68.4 per il recettore della transferrina di 
tipo 1 diluito 1:250 in BSA 0.1% ed incubare per 3 ore a temperatura 
ambiente; usare 200 µl per pozzetto   
11. Lavare le cellule per 4 volte con 500 µl di PBS (5-10 minuti per ogni 
risciacquo) 
12. Aggiungere l’anticorpo secondario di capra anti IgG murina (H+L) 
Superclonal™ coniugato con il fluoroforo AlexaFluor® 455: diluire 1: 2000 
in 0.1% BSA ed incubare al buio per 45 minuti a temperatura ambiente, usare 
200 µl per pozzetto  
Lavare le cellule per 4 volte con 500 µl di PBS (5-10 minuti per ogni 
risciacquo) 
13. Porre una goccia di SlowFade® Gold Antifade Mountant con DAPI per 
colorare i nuclei  
Visualizzare il risultato tramite un microscopio a fluorescenza. 
 
3.3.2 Estrazione degli acidi nucleici dalle linee cellulari 
  
In seguito sono stati estratti gli acidi nucleici dalle cellule appartenenti alle linee 
cellulari sopra descritte tramite il kit RNeasy Micro kit (Quiagen) con il seguente 
protocollo:  
1. Per lisare le membrane cellulari sono stati aggiunti al pellet di cellule ottenuto 
per centrifugazione 600µl di buffer RLT addizionato con mercaptoetanolo 
(inibitore dell’RNAsi) 
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2. Vortexare della soluzione 
3. Prelevare 700µl di ciascuna soluzione (incluso del precipitato eventualmente 
formato) ed inserirla all’interno di una colonnina d’affinità posta all’interno di 
una Eppendorf sterile. 
4. Centrifugare 1 minuto a velocità massima 
5. Aggiungere 700µl di buffer RW1 per lavare la membrana della colonnina. 
6. Centrifugare a più di 8000g per 15 secondi. 
7. Mettere la colonnina in un nuovo tubo da 2ml ed aggiungere 500µl di buffer 
RPE per lavare la membrana della colonnina. 
8. Centrifugare a più di 8000g per 2 minuti. 
9. Aggiungere 500µl di buffer RPE. 
10. Centrifugare a più di 8000g per 2 minuti. 
11. Centrifugare per 1 minuto. 
12. Mettere la colonnina in un nuovo tubo da 2ml ed aggiungere al centro della 
membrana 20µl di RNAsi free water. 
13. Centrifugare per 1 minuto a massima velocità. 
14. Ripetere gli ultimi due passaggi 
L’RNA così estratto è stato quantificato tramite il Nanodrop (ThermoFisher 
Scientific) 
 
3.3.4 Retrotrascrizione dell’RNA ottenuto dalle linee cellulari  
 
In seguito l’RNA ottenuto dalle linee cellulari è stato retrotrascritto con l’utilizzo del 
kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (ThermoFisher Scientific) applicando il 
seguente protocollo:  
Preparare la mix aggiungendo nell’ordine i seguenti reagenti in tubini sterili e 
necleasi-free: 
 Template RNA  11µl 
 Random Primers  1µl  
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Eseguire sulla mix parziale così ottenuta un passaggio in termociclatore a 65°C per 5 
minuti 
 Reaction Buffer 5X  4µl 
 Riboblock RNAsi inibitore (20U/µl)  1µl 
 10mM dNTPs Mix  2µl 
 RevertAid RT  (200U/µl)  1µl 
La mix finale così ottenuta per ogni tubino ammonta a 20µl e va posta in un 
termociclatore con i seguenti parametri: 
 25°C per 5 minuti 
 42°C per 60 minuti 
 70°C per 5 minuti 
 4°C fino a conservazione in congelatore 
Il cDNA così ottenuto va conservato a -20°C se usato entro 7 giorni, a -70°C fino al 
suo utilizzo se dopo la settimana dalla sintesi.  
 
3.3.3 Disegno dei primers per la real-time PCR 
 
Dopo aver estratto il materiale genetico sono stati disegnati dei primers specifici per 
il TfR1 felino, canino ed umano utilizzando il software Primer Blast del National 
Institute of Health statunitense. 
Le sequenze ottenute sono state fornite dalla ditta BMR Genetics e sono le seguenti:  
 Gatto: forward GCTGTTGGTGCCACTGAATG, reverse 
TGCTGGTACCAAGAACAGCTT disegnati alla giunzione tra l’esone 12 e 
13 e con prodotto della lunghezza di 100 paia di basi, denominata coppia di 
primers TFRC F4; forward TTCAGGTCAAAGGCAGTGCT, reverse 
ATGCCACATAGCCCTCTGGA disegnati nella giunzione tra l’esone 4 e 5 e 
con prodotto della lunghezza di 96 paia di basi, denominati TFRC F3; 
forward TGGAGGTAGAGGGAACCGAA, reverse 
TTCATTCAGCTGCCTGATGGT disegnati nella giunzione tra l’esone 3 e 4 
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e con prodotto della lunghezza di 146 paia di basi, denominati TFRC F2; 
forward  TGAGAACCGATTCCGTGAGC, reverse 
CACTGAGTTTGAAGCACTGCC disegnati nella giunzione tra l’esone 4 e 5 
e con prodotto della lunghezza di 94 paia di basi, denominati TFRC F1  
 Cane: forward CTTTGGACATGCTCACCTGG, reverse 
TATGCTGGGCAATCCTGACG disegnati nella giunzione tra l’esone 7 e l’8, 
con prodotto della lunghezza di 106 paia di basi, denominati coppia di 
primers TFRC C1; forward GGTCAAAAGCAGCAATGCTCA, reverse 
CCGGTAACTGTCGTTGCCTT disegnati nella giunzione tra l’esone 4 e 5 e 
con prodotto della lunghezza di 120 paia di basi, denominato TFRC C2 
 Donna: forward AGGACGCGCTAGTGTTCTTC, reverse 
CCAGGCTGAACCGGGTATATG disegnati nella giunzione tra l’esone 1 e 
2, prodotto della lunghezza di 112 paia di basi, denominata coppia di primers 
TFRC H1;  forward GGACGCGCTAGTGTTCTTCT, reverse 
CATCTACTTGCCGAGCCAGG disegnati nella giunzione tra l’esone 1 e 2 e 
con prodotto della lunghezza di 112 paia di basi, denominati TFRC H2  
 Come geni housekeeping (gene la cui espressione non cambia a seconda del 
tipo o della condizione cellulare e grazie al quale si può evidenziare la corretta 
riuscita della procedura) sono stati utilizzati la ßactina (proteina contrattile 
cellulare) ed il GAPDH (gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, implicata nella 
glicolisi principalmente) : ßactina forward  TGGCACCACACCTTCTACAA, 
reverse CCAGAGGCGTACAGGGATAG; GAPDH forward 
AACATCATCCCTGCCTCTACTG e reverse CTCCGACGCCTGCTTCAC. 
 
3.3.5 Real-Time PCR  
 
È stata eseguita una real time PCR sull’ RNA estratto da queste cellule e retro 
trascritto a cDNA.  
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La PCR real-time (qPCR) è un metodo che simultaneamente amplifica (reazione a 
catena della polimerasi o PCR) e quantifica il DNA. 
Il DNA è amplificato da reazioni a catena della DNA-polimerasi e dopo ogni ciclo 
di amplificazione esso è quantificato.  
La quantificazione è stata eseguita tramite l'uso di una colorazione fluorescente che 
intercala il DNA doppio filamento (ds). 
La PCR real-time è stata eseguita dopo quella retrotrascrizionale (RT-PCR) per 
quantificare i livelli di espressione di specifici RNA: la retro-trascrizione (o 
trascrizione inversa) produce del DNA complementare a singolo filamento detto 
cDNA (complementary DNA) mantenendo inalterati i rapporti relativi di 
concentrazione delle diverse specie degli RNA. In questo modo è possibile, ad 
esempio, misurare l'espressione relativa di un gene ad un tempo particolare, o in una 
cellula o in un tipo particolare di tessuto. La combinazione di queste due tecniche è 
spesso denominata RT-PCR quantitativa. 
Il kit utilizzato per eseguire la qPCR è il PowerUp™SYBR™ Green Master Mix 
(Applied Biosystems) ed il protocollo è il seguente: 
1) Vortexare e centrifugare brevemente i componenti del kit per poi riporli in 
ghiaccio 
2) Aggiungere ad una piastra a 96 pozzetti sterile e nucleasi free tenuta su 
supporto congelato per ogni pozzetto nell’ordine: 
a) SYBRGreen Mastermix 10 µl 
b) Primer Forward 1µl 
c) Primer Reverse 1µl 
d) H2O da biologia molecolare 6µl 
e) cDNA diluito 1:5 2µl 
I tubini contenenti i 20µl totali vanno pipettati per mescolarne il contenuto e 
centrifugati a 2000 rpm per 2 minuti, assicurandosi poi che tutto il materiale sia sul 
fondo dei tubini e che non vi siano bolle. 
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La piastra va quindi posta in un termociclatore con protocollo differente a seconda 
dei primers e linee cellulari usate: 
 Per le linee di cane e donna, con i relativi primers, e per le linee di gatto con 
primers TFRC F1,F2 ed F3 il ciclo è il seguente: 
a) 50°C per 2 minuti 
b) 95°C per 2 minuti 
c) 95°C per 15 secondi 
d) 60°C per 1 minuto 
e) 95°C per 15 secondi 
f) 60°C per 1 minuto 
g) 95°C per 15 secondi 
 Per le linee di gatto con il primer TFRC F4: 
a) 50°C per 2 minuti 
b) 95°C per 2 minuti 
c) 95°C per 15 secondi 
d) 59°C per 15 secondi 
e) 72°C per 1 minuto 
f) 95°C per 15 secondi 
g) 60°C per 1 minuto 
h) 95°C per 15 secondi 
 
3.3.6 Elettroforesi su gel di agarosio dell’amplificato ottenuto da RT-PCR  
 
Dopo l’amplificazione tramite la real time PCR è stato eseguito un gel con unica 
differenza rispetto al protocollo illustrato precedentemente relativa alla quantità di 
campione caricato e pari a 5µl di amplificato e 5µl di Orange. 
L’elettroforesi è stata eseguita per controllare che la banda del prodotto ottenuto 
corrispondesse con le aspettative date dal numero di basi della lunghezza del primer 
ed è stato mandato a sequenziale il prodotto di PCR presso la ditta BMR Genomics, 
40 cicli 
        40 cicli 
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spin-off dell’Università di Padova, per controllare che l’amplificato fosse 
effettivamente compatibile con la sequenza del TfR1 e quindi che fosse 
effettivamente il recettore stesso. 
 
3.3.7 Preparazione dell’amplificato per il sequenziamento 
 
Il protocollo per preparare i campioni prima dell’invio per il sequenziamento è il 
seguente e si avvale del kit ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup:  
 Stimare la concentrazione dell’amplificato ottenuto basandosi sull’intensità 
della sua banda confrontata con quella del Ladder 
 Utilizzando il precedente dato, stimare grazie ai valori riportati nel sito BMR 
Genomics la quantità in ng di materiale genetico da inviare 
 Aggiungere ad un tubino sterile ed RNAsi free 2µl di ExoSap ed i microliti 
necessari di campione per arrivare alla quantità richiesta dalla ditta che esegue 
il sequenziamento, portare eventualmente al volume totale di 7µl con H2O per 
biologia molecolare (eseguire in doppio questo passaggio) 
 In un termociclatore incubare prima a 37°C per 15 minuti e poi ad 80°C per 
15 minuti per inattivare l’enzima ExoSap 
 Aggiungere 0.64 ul di primer forward in un tubicino e 0.64 ul di primer 
reverse nell’altro dei campioni preparati in doppio 
 Essiccare in termociclatore a 37° C per circa 30 minuti o fino a completo 
essiccamento 
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Immagine 18. Tabella che riporta le quantità consigliate di campioni e primers da inviare secondo il sito 
BMR Genetics; tratta dal sito della ditta stessa 
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4. RISULTATI 
 
4.1 Estrazione degli acidi nucleici da tessuto fissato in formalina ed incluso in 
paraffina 
 
Come si può vedere dall’ immagine 16 le quantificazioni degli acidi nucleici 
eseguite tramite il Nanodrop hanno dimostrato che da tutti i campioni è stato 
possibile estrarre sia il DNA che l’RNA con livelli variabili tra un minimo di 4,2 
nanogrammi per microlitro fino ad un massimo di 1053,5. 
Il valore medio di RNA estratto si attesta a 171 ng/µl mentre per il DNA a 118,8 
ng/µl . 
Nelle immagini 19 e 20 si può vedere come i picchi ottenuti tramite l’analisi sempre 
con Nanodrop siano tutti corrispondenti ai 260 nm, lunghezza d’onda degli acidi 
nucleici.  
Non sono presenti altri picchi, suggerendo l’assenza di contaminanti provenienti dal 
protocollo di estrazione 
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Immagine 19. Curva di quantificazione tramite Nanodrop della purezza e concentrazione di un campione di 
RNA estratto da paraffinato 
 
Immagine 20. Curva di quantificazione tramite Nanodrop della purezza e concentrazione di un campione di 
DNA estratto da paraffinato 
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Immagine 21. Elettroforesi su gel di agarosio utilizzata per analizzare la grandezza dei frammenti di acidi 
nucleici estratti da tessuto FFPE 
 
 
Nell’immagine 21 si può apprezzare l’elettroforesi su gel di agarosio eseguita per 
verificare la qualità del materiale genetico estratto. 
Come si può notare non è presente una banda unica ma una colorazione diffusa a 
tutta la corsa del pozzetto, evidenziando quindi la presenza di DNA frammentato, di 
vario peso e conseguentemente lunghezza. 
 
4.2 Analisi dell’espressione del TfR1 sulle linee cellulari di gatto, cane e donna 
 
4.2.1 Risultati dell’immunofluorescenza 
 
L’immagine 22 mostra il risultato dell’esperimento d’immunofluorescenza eseguito 
sulle linee cellulari FMCp, MDA-MB231, MCF7,CYPp,CYPm e CF-33. 
Si può notare una positività citoplasmatica e di membrana, che non interessa il 
nucleo. 
L’evidenziazione del recettore è palese per tutte le linee cellulari prese in esame e 
conferma la presenza e l’espressione del TfR1 sia nelle cellule di carcinoma 
mammario umano che in quello animale, canino e felino per la precisione. 
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4.2.2 Risultati dell’analisi molecolare 
 
E’ stata dimostrata la presenza del recettore e la sua espressione anche con l’uso di  
tecniche di biologia molecolare come la real-time PCR evidenziando il recettore 
stesso e la sua diversa espressione tra le varie linee cellulari prese in esame. 
La presenza del recettore è stata rilevata durante due fasi di sperimentazione diverse 
tramite la tecnica della real-time PCR ed utilizzando i primers denominati TFRC1 e 
TFRH1 per cane e donna nella prima fase ed il TFRC4 per il gatto nella seconda, 
utilizzando i protocolli diversi già riportati. 
L’espressione del recettore risulta doppia nelle cellule derivate da linee metastatiche 
rispetto a quelle primarie di cane come si può evincere dall’istogramma  
dell’immagine 23 utilizzando il metodo del doppio delta ct per il calcolo. 
Dal grafico appena citato si può notare anche un’espressione maggiore del recettore 
nella linea cellulare MDA-MB231 rispetto alla linea MCF-7 per quanto riguarda la 
donna. 
La valutazione dell’espressione del recettore non risulta fattibile nel confronto tra 
FMCp ed FMCm a causa dei troppo elevati cicli di amplificazione presentati dai 
geni housekeeping utilizzati, GAPDH e ßactina, negli esperimenti dove sono state 
utilizzate le suddette linee cellulari feline.  
Inizialmente i primers utilizzati per le linee cellulari di carcinoma mammario felino 
sono stati il TFRC-F1 e F2, con i quali però si è riscontrata una mancanza di 
amplificazione del gene nella linea cellulare FMCp. 
Si è dunque provato a cambiare la temperatura di annealing portandola a 58°C, in 
modo da avvicinarla alla temperatura di melting prevista per i primers ed utilizzando 
perciò la stessa tipologia di protocollo in seguito utilizzato per i primers TFRC-F4, 
ma senza sortire risultati. 
Infine è stata disegnata la coppia di primers TFRC4 che si è rivelata l’unica in grado 
di amplificare la linea cellulare FMCp e richiede una temperatura di annealing più 
bassa degli altri primers. 
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Il prodotto di PCR così ottenuto è stato valutato tramite elettroforesi su gel di 
agarosio e successivo sequenziamento, confermando il fatto che si trattasse del gene 
codificante per il TfR1. 
Si è proceduto poi a disegnare una nuova coppia di primers, denominata TFRC-F3 e 
disegnata in un tratto compreso tra quello su cui sono stati disegnati i primers 
TFRC-F1 e F2 (esoni 3-4 e 4-5) e quello in cui è stata disegnata la coppia di primers 
TFRC-F4 (esoni 12 e 13). 
I primers TFRC-F3 non hanno prodotto alcun amplificato. 
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MDA-MB231 TFR + DAPI 20X                                 MCF-7 TFR + DAPI 20X 
  
CYPp TFR + DAPI 20X                                                   FMCp TFR + DAPI 20X 
  
CF-33 TFR + DAPI 20X                                                    CYPm TFR + DAPI 20X 
Immagine 22, immunofluorescenza eseguita sulle linee cellulari FMCp,MDA-MB231, MCF7,CYPp,CYPm 
e CF-33, colorazione citoplasmatica e di membrana data da anticorpi marcati anti-TfR1 (rosso) e 
colorazione nucleare data dal DAPI (blu) 
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Immagine 23. Istogramma rappresentante I valori di espressione normalizzati sul gene housekeeping 
ßactina e confrontanti l’espressione del TfR1 tra cellule di carcinoma mammario primario e cellule 
metastatiche sempre di carcinoma mammario di donna e cane, viene riportato il delta CT, indice 
dell’espressione del genen rispetto agli housekeeping ed il delta delta ct, indice dell’ espressione tra le 
diverse linee cellulari 
 
Immagine 24. Grafico indicativo  dell’analisi ANOVA eseguita per l’interpretazione della conta e 
valutazione cellulare manuale su vetrini marcati tramite tecnica immunoistochimica per rivelare la presenza 
del TfR1; *P<0,05; **P<0,01 
85 
 
4.3 Indagine di espressione del TfR1 da campioni sottoposti ad 
immunoistochimica 
 
4.3.1 Risultasti della colorazione immunoistochimica  
 
L’espressione del TfR1 sui campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina è 
stata eseguita mediante colorazione immunoistochimica con le modalità già 
descritte. 
Dopo il conteggio manuale delle cellule e la loro divisione per intensità è stata 
calcolata la percentuale di cellule presenti in ogni categoria ed è stata applicato l’H 
score per assegnare un valore ad ogni campione e permetterne il confronto con gli 
altri. 
L’ H score consta di un metodo di valutazione istochimico basato sulla somma tra la 
percentuale di cellule debolmente positive, la percentuale di cellule mediamente 
positive moltiplicata per due e la percentuale di cellule altamente positive 
moltiplicata per 3, dando così valori per ogni campione compresi tra 0 e 300. 
Come si può vedere dall’immagine 24 il grafico confronta gli H score ottenuti da 
ogni campione e si nota una maggior espressione del recettore in carcinomi e nelle 
metastasi linfonodali rispetto al tessuto sano. 
Il p value presente nel confronto tra tessuto tumorale e tessuto sano è pari a 0,0018 
mentre quello tra il linfonodo colpito da metastasi ed il tessuto sano è di 0,0108. 
Non vi sono differenze significative invece tra l’espressione del TfR1 nei carcinomi 
rispetto a quella delle metastasi linfonodali. 
 
 
 
 
 
 
86 
 
 
Immagine 25, a sinistra si può vedere una foto eseguita a 20x tramite D-Sight di uno dei campioni di 
carcinoma mammario felino dopo colorazione immunoistochimica per rilevare la presenza del TfR1, a 
destra una foto analoga ma contenente mammella sana 
 
Oltre al conteggio manuale è stata eseguita una valutazione degli stessi campioni 
tramite il software Image J. 
Sono stati raccolti i dati relativi alle percentuali di pixel positivi e negativi per ogni 
immagine ed i pixel positivi sono stati divisi in debolmente positivi, mediamente 
positivi ed altamente positivi dando poi un valore medio per il campione in toto. 
I risultati così ottenuti sono stati però esclusi dallo studio in quanto, data la 
conformazione disomogenea dei tumori mammari con presenza di lume duttale e 
stroma, sono stati conteggiati dal programma come negativi anche i pixel 
appartenenti in realtà agli spazi vuoti o non rappresentativi appena elencati. 
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Immagine 26, fotografia di uno dei campioni a 20x sottoposta ad analisi con Image J, si può notare a destra 
la visuale dopo separazione dei colori ed isolamento della lunghezza d’onda corrispondente alla colorazione 
del DAB ed in basso la conta automatica effettuata dal programma  
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5. DISCUSSIONE 
 
Le tecniche di biologia molecolare innovative sviluppate dal 2005 in poi e definite di 
Next Generation Sequencing hanno rappresentato un passo in avanti fondamentale 
per lo studio dell’intero genoma in un solo esperimento (Morozova & Marra, 2008), 
consentendo la classificazione di numerose alterazioni del codice genetico spesso 
causa di patologie o predisponenti alle stesse (Reis-Filho, 2009). 
Pochi sono gli studi in campo medico veterinario che applicano queste tecniche, in 
particolare per quanto riguarda l’utilizzo di campioni archiviati inclusi in paraffina 
(FFPE).  
In medicina umana le tecniche di NGS sono già da anni studiate ed impiegate nella 
clinica e nella ricerca, in particolare in campo oncologico, ed alcuni studi hanno 
cominciato di recente a verificare la possibilità di utilizzo di materiale estratto da 
campioni paraffinati con risultati soddisfacenti (Van Allen et al., 2014). 
Il primo scopo di questo lavoro è stato pertanto valutare l’efficienza dell’estrazione 
da campioni FFPE di DNA utilizzabile poi per eseguire il sequenziamento di tutto 
l’esoma nel tessuto sano e nel carcinoma mammario del gatto domestico. 
Un unico lavoro attualmente riportato in letteratura in cui è stata applicata una 
tecnica di NGS alla specie felina ha applicato la tecnica di Whole Genome 
Sequencing da campioni ematici per identificare le mutazioni genetiche scatenanti 
l’amaurosi congenita di Leber, malattia genetica che causa cecità e di cui il gatto 
Persiano è un modello animale (Lyons et al., 2016). 
Per quanto riguarda l’utilizzo di campioni FFPE in Medicina Veterinaria vi sono ad 
oggi solo alcuni studi nel cane. 
In tali studi tuttavia vengono applicate tecniche di biologia molecolare classiche 
(e.g.PCR e RT-PCR) e non di NGS (Granato et al., 2014; Kaneko et al., 2009; Lüder 
Ripoli et al., 2016). 
Similmente, gli unici lavori ad ora presenti riguardanti l’utilizzo di materiale estratto 
da FFPE nel gatto sono stati eseguiti per identificare un nuovo adenovirus felino 
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tramite PCR e sequenziamento classico (Lakatos et al., 2017) e per identificare 
funghi patogeni presenti nei tessuti felini (Meason-Smith et al., 2017). 
I risultati ottenuti durante questo lavoro di tesi riguardanti l’estrazione di acidi 
nucleici da tessuto felino fissato in formalina ed incluso in paraffina dimostrano 
come la quantità di DNA ed RNA estratta sia nella maggioranza dei casi sufficiente 
per permettere delle successive analisi, in particolar modo di WES per quanto 
riguarda il DNA. 
Si è potuto notare come il DNA estratto superi a volte anche abbondantemente i 
10ng riportati in letteratura come limite minimo attualmente utilizzato nell’uomo per 
eseguire poi la costruzione di library, l’uso di un eventuale array CGH analysis ed il 
sequenziamento del materiale genetico (Zhang et al., 2017). 
È stato deciso di concentrarsi sul DNA poiché risulta essere più stabile e meno 
degradato a causa del processo di fissazione in formalina ed inclusione in paraffina  
(Zhang et al., 2017).  
Solo due campioni sul totale degli estratti hanno raggiunto una quantità di acido 
nucleico inferiore ai 10 ng/µl da noi considerata come limite minimo accettabile. 
Essi all’istologia risultavano essere quelli con maggiore presenza di aree necrotiche 
nel campione. 
Tutti i campioni sono stati conservati a temperatura ambiente ed il più vecchio risale 
al 2016. 
Si ritiene pertanto che il protocollo utilizzato possa permettere ampi studi a livello 
genomico da campioni FFPE presenti in numerosa quantità negli archivi di diversi 
laboratori.  
Per quanto riguarda la purezza del materiale genetico ottenuto, si può notare dalle 
curve del Nanodrop e dal rapporto tra assorbanza a 280 ed a 260 nm ed in quello tra 
260 e 230 nm, che il materiale genetico è privo d’impurità. 
L’assorbanza secondo la legge di Beer-Lambert è direttamente correlata alla 
concentrazione del materiale genetico (Huss, Festl, & Schleifer, 1983) ed a 260 nm è 
determinata dalla struttura dei residui aromatici delle basi azotate. 
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A 280 l’assorbanza è data dalle proteine e dai composti fenolici mentre a 230 è data 
da contaminanti vari come sali, fenoli o residui organici. 
In letteratura si usano i due rapporti, 260/280 e 260/230 per valutare la purezza degli 
acidi nucleici ed essa è tanto maggiore quanto più è compresa tra 1,8 e 2,1 per il 
primo rapporto e maggiore di 1,8 per il secondo (Glasel, 1995). 
Tutti i campioni ottenuti durante il lavoro di tesi, direttamente dopo l’estrazione o in 
caso dopo precipitazione in etanolo, rispettano questi intervalli e possono perciò 
essere considerati puri ed utilizzabili per la costruzione di librerie di WES (R. Chen, 
Im, & Snyder, 2015). 
Dall’elettroforesi su gel di agarosio effettuata sui campioni ottenuti è identificata la 
presenza di uno striscio e non di una banda singola che indica una notevole 
frammentazione dei frammenti, risultando essi distribuiti perciò in un ampio 
intervallo di lunghezze e conseguentemente di pesi molecolari. 
Questo non influenza la costruzione delle librerie di WES ed il successivo 
sequenziamento poiché per la prima sono richiesti frammenti piccoli di DNA, 
compresi tra le 250 e le 450 paia di basi ed il protocollo stesso prevede una fase di 
frammentazione dell’acido nucleico perché possa risultare conforme a questa 
richiesta (R. Chen et al., 2015). 
Risulta perciò evidente come il DNA estratto sia sufficientemente puro e nella 
maggior parte dei casi abbastanza concentrato da poter essere utilizzati nelle 
tecniche di NGS tra cui il WES.  
Presso il laboratorio dove è stato svolto questo lavoro di tesi, si sta procedendo con 
la costruzione delle librerie di WES.  
Successivamente i campioni verranno sequenziati e dopo analisi bioinformatica, i 
risultati daranno informazioni come ad esempio l’eventuale presenza di 
polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs).  
Queste informazioni sono utili per approfondire e studiare a livello genetico 
eventuali differenze che si riscontrano tra tessuto mammario sano, tessuto 
mammario tumorale primario e metastasi linfonodale.  
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Essendo il gatto considerato un buon modello animale spontaneo per il tumore al 
seno della donna (Brunetti et al., 2013; Caliari et al., 2014; Maria et al., 2005), 
queste informazioni possono essere utili non solo per approfondire la conoscenza del 
tumore mammario felino, ma anche a supporto delle informazioni già presenti 
nell’ambito del tumore al seno della donna. 
Il Transferrin Receptor 1 è visto da anni con molto interesse in medicina umana per 
il suo potenziale utilizzo come obiettivo terapeutico nella lotta contro il cancro 
(Daniels et al., 2012) e più in generale per contrastare le alterazioni del metabolismo 
del ferro che vanno a favorire la proliferazione neoplastica (Kwok & Richardson, 
2002), pertanto si è pensato in questo studio di tesi d’indagare la sua espressione 
anche nei tessuti felini . 
Tra le varie neoplasie, il tumore mammario nella donna è una di quelle in cui è 
dimostrata l’espressione del recettore per la transferrina ed in maniera maggiore 
rispetto al tessuto sano (Shindelman et al., 1981; Meenakshi Singh et al., 2011b). 
Attualmente in letteratura per quanto riguarda la medicina veterinaria gli articoli che 
prendono in esame il ruolo del TfR1 nelle neoplasie animali sono unicamente due e 
si concentrano sul linfoma canino (Priest et al., 2011) e sui tumori oro-nasali sempre 
del cane (Ploypetch et al., 2017). 
In letteratura non sono ad oggi presenti articoli che vadano ad indagare la presenza 
ed il ruolo del TfR1 nel carcinoma mammario negli animali domestici ed in 
particolare nel gatto. 
Il lavoro di tesi svolto ha avuto perciò come secondo obiettivo la dimostrazione 
dell’espressione del TfR1 nel carcinoma mammario felino sia su tessuti FFPE sia in 
vitro su linee cellulari. 
In quest’ultimo caso anche comparando la specie umana e canina con quella felina.  
Come dimostrato dall’esperimento d’immunofluorescenza, le linee cellulari di 
carcinoma mammario in tutte e tre le specie esaminate hanno dimostrato la presenza, 
e dunque l’espressione, a livello citoplasmatico e di membrana, del recettore 
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coerentemente con la collocazione riportata dalla letteratura (Dautry-varsat et al., 
1983) e dalla biologia stessa del TfR1. 
La positività è stata riscontrata in tutte le linee cellulari prese in esame, quindi in due 
sottotipologie di HBC (Human Breast Carcinoma) ed in linee sia primarie che 
metastatiche feline e canine. 
Si è successivamente indagata la presenza e l’espressione del TfR1 da parte dei 
campioni di carcinoma mammario felino FFPE. 
Per far ciò è stata effettuata una colorazione immunoistochimica per evidenziare la 
presenza del recettore. 
Una volta appurato che tutti i campioni esprimessero, se pur in maniera variabile, il 
recettore grazie alla colorazione marrone rilevata, si è proceduto a differenziare e 
quantificare quest’espressione con metodo semiquantitativo detto H score. 
È stato scelto questo metodo di valutazione in quanto esso risulta uno dei più 
utilizzati in letteratura in ambito veterinario (Peña et al., 2014) ed anche l’unico che 
riporti in modo chiaro ed univoco come calcolare le somme di valori che possano 
descrivere l’espressione sia in termine di quantità sia d’intensità della positività. 
Esso infatti consiste nella somma tra la percentuale di cellule debolmente positive, la 
percentuale di cellule mediamente positive moltiplicata per due e la percentuale di 
cellule altamente positive moltiplicata per tre, dando così valori per ogni campione 
compresi tra 0 e 300 (P1+(2xP2)+(3xP3)) (Barnes, Dublin, Fisher, Levison, & 
Millis, 1993). 
Gli altri due indici di valutazione più utilizzati sono il Quick score e l’Allred score. 
Il primo si basa sulla somma dei punteggi rispettivamente assegnati alle percentuali 
di cellule positive (con valori che vanno da 0 (nessuna positiva) a 5 (dal 66 al 100% 
positive) ed all’intensità delle stesse classificata da 0 (assente) a 3 (forte) (Detre, 
Saccani Jotti, & Dowsett, 1995). 
Il secondo si basa sulla somma tra un punteggio assegnato in base alla percentuale di 
cellule positive presenti nel campione (con 0 = nessuna cellula positiva e 4 = dal 76 
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al 100% di cellule positive) ed uno assegnato per l’intensità della positività (con 0 = 
assente e 3 = forte) (Allred, Harvey, Berardo, & Clark, 1998). 
Né il Quick score né l’Allred score presentano una metodologia univoca di 
considerare la percentuale di cellule positive con però differente intensità di 
colorazione nel conteggio del punteggio da assegnare al campione (Beffagna et al., 
2016). 
Il limite dei due metodi valutativi appena citati, unito al fatto che l’Allred score sia 
basato su una valutazione funzionale poi alla quantificazione dell’espressione del 
recettore per gli estrogeni nella donna al fine d’impostare una conseguente terapia 
(Allred et al., 1998), ha fatto si che la scelta sullo scoring system da adottare in 
questo studio ricadesse sull’H score. 
I risultati ottenuti con questo sistema d’assegnazione del punteggio mostrano una 
differenza statisticamente significativa tra tessuto mammario felino sano e sia 
tessuto mammario neoplastico sia metastasi linfonodali di carcinoma mammario. 
Non vi sono invece differenze statisticamente significative tra l’espressione nel 
tessuto mammario neoplastico e le metastasi linfonodali. 
Il risultato appare coerente con i lavori presenti in letteratura riguardanti il cancro al 
seno nella medicina umana dove l’espressione del recettore da parte delle cellule 
neoplastiche a livello mammario appare più alta rispetto alla controparte sana 
(Shindelman et al., 1981; Meenakshi Singh et al., 2011b). 
Si è eseguita un’analisi anche con il programma Image J per evitare le possibili 
influenze dovute alla valutazione in parte soggettiva dell’intensità del colore delle 
cellule esprimenti il TfR1 e rivelato dal cromogeno DAB (Meyerholz, Tintle, & 
Beck, 2018). 
Il plug-in dell’applicativo utilizzato permette di separare le lunghezze d’onda dei tre 
colori principali (operazione definita deconvoluzione dei colori) che compongono 
l’immagine nelle comuni fotocamere RGB (red, green and blue) per poter isolare 
solo quella corrispondente al marrone del DAB ed analizzare conseguentemente solo 
i pixel che presentino un colore di quel tipo specifico (Ruifrok & Johnston, 2001). 
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Viene poi isolata dal programma, tramite il plug-in IHC profiler la visuale in DAB 
ed eseguito il conteggio dei pixel negativi e positivi con le varie intensità (Varghese, 
Bukhari, Malhotra, & De, 2014b). 
In letteratura è già stato riportato l’utilizzo di questo specifico plug-in in supporto 
all’analisi dell’espressione del TfR1 nel linfoma canino (Priest et al., 2011) e nel 
secondo l’espressione del recettore da parte dei melanomi e carcinomi squamosi 
canini della zona oro-nasale (Ploypetch et al., 2017). 
Le neoplasie già citate però, essendo tipicamente solide ed omogenee, non hanno 
presentato delle difficoltà come la lettura da parte del programma di pixel 
categorizzati come negativi ma appartenenti a lume duttale e stroma. 
Questi limiti hanno portato ad escludere le analisi eseguite con questa metodica 
dallo studio. 
Oltre all’indagine immunoistochimica è stata eseguita un’indagine molecolare 
tramite real time PCR per valutare le differenze di espressione del TfR1 tra varie 
linee cellulari di cane, donna e gatto, sia primarie che metastatiche e le stesse sono 
state confrontate grazie all’applicazione del metodo del delta delta Ct (Livak & 
Schmittgen, 2001). 
Le linee CYPm e CF-33 hanno dimostrato un’espressione del recettore rispetto alle 
CYPp ed alle CMT-Da quantificabile intorno all’1,5 volte maggiore. 
Nella donna la linea MDA-MB231, che deriva da una neoplasia triplo-negativa, ha 
dimostrato un’espressione del TfR1 circa doppia rispetto all’MCF-7, che deriva da 
una neoplasia positiva al recettore estrogenico. 
Appare quindi evidente una tendenza alla maggior espressione del recettore nelle 
linee cellulari con maggior tendenza alla malignità ed all’invasività tissutale con 
annessa tendenza a metastatizzare. 
Nel caso delle linee canine infatti appare evidente una maggior espressione nelle 
linee cellulari metastatiche rispetto a linee di tumore primario, mentre nella donna 
appare palese la maggior espressione nella linea cellulare modello del tumore 
mammario triplo negativo della donna (la tipologia di neoplasia più aggressiva e con 
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la prognosi peggiore) rispetto alla linea esprimente i recettori per estrogeni e 
progesterone. 
Ciò appare in accordo con la letteratura presente in medicina umana dove è stato 
riscontrato che la presenza del recettore tende ad aumentare progressivamente 
all’aumentare della malignità ed invasività del carcinoma mammario (Meenakshi 
Singh et al., 2011a) e dove all’aumentare dello stesso si ha una contemporanea 
diminuzione del recettore per gli estrogeni (Tonik et al., 1986). 
Una simile valutazione non è stata possibile nelle linee cellulari del gatto, poiché i 
cicli di amplificazione dei geni housekeeping scelti inizialmente (ßactina e GAPDH) 
erano superiori al 35° e perciò da ritenere non attendibili come da convenzione 
largamente accettata dalla comunità scientifica. 
Per gene housekeeping o gene costitutivo s’intende un gene che dovrebbe essere 
espresso senza sostanziali variazioni da ogni tipologia cellulare, poiché implicato in 
vie metaboliche o funzioni basilari per la vita di ogni tipologia di cellula (Lewin, 
1975; Velculescu et al., 1999). 
Per evitare ogni possibile errore, sono stati utilizzati due geni costitutivi diversi ed 
ampiamente documentati per il loro utilizzo in letteratura, cioè il GAPDH (Petersen, 
Rapaport, Henry, Huseman, & Moore, 1990) e la ßactina (J. K. Choi et al., 1991). 
Essi però non si sono dimostrati appropriati per eseguire le valutazioni descritte in 
precedenza durante il loro utilizzo come geni di referenza per le linee cellulari di 
carcinoma mammario di gatto. 
È stato escluso l’errore sperimentale poiché essi si sono rivelati perfettamente 
funzionali ed attendibili durante le qPCR in cui sono state utilizzate linee cellulari di 
donna e cane. 
Ha preso così sempre più piede l’ipotesi che quelli convenzionalmente definiti come 
geni costitutivi possano, in particolar modo nel metabolismo tumorale, subire 
alterazioni anche nette pregiudicandone la funzione di referenza durante gli 
esperimenti di biologia molecolare. 
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In letteratura il dibattito è aperto, in quanto in alcuni lavori è stato dimostrato come 
quelli che convenzionalmente sono definiti come geni housekeeping siano in realtà 
influenzati da innumerevoli condizioni, come l’eventuale ipossia (Zhong & Simons, 
1999), il metabolismo tumorale e le relative condizioni di crescita e proliferazione 
spinte (Kunth, Höfler, & Atkinson, 1994) o semplicemente le modalità e condizioni 
stesse con cui viene effettuato l’esperimento (Thellin et al., 1999). 
Con il progredire delle scoperte in ambito di genetica e regolazione dell’espressione 
dei geni stessi si è scoperto che quelli che venivano una volta considerati come geni 
aventi una semplice funzione strutturale o metabolica sono in realtà inseriti in un 
pathway cellulare che implica la loro influenza anche in svariate altre funzioni 
(Thellin et al., 1999). 
Appare sempre più necessario dunque valutare e validare dei geni come costitutivi 
esaminando solo alcuni particolari tessuti o alcune particolari patologie per essere 
più precisi possibile nell’individuare tra i possibili candidati quelli che in quelle 
particolari condizioni metaboliche mostrano un’espressione costante e ripetibile (de 
Kok et al., 2005).  
Supportati dalla letteratura, che attesta come in particolari condizioni o patologie (tra 
cui spicca in primis proprio il tumore mammario (Tilli, Castro, Tuszynski, & Carels, 
2016)) sia il GAPDH (Yamada, Chen, Monstein, & Håkanson, 1997) che la ßactina 
(Marten, Burke, Hayden, & Straus, 1994) non siano considerati come geni 
costitutivi, si è optato dunque per la ricerca di nuovi geni che la letteratura riporta 
come più stabili per l’analisi del materiale genetico derivate da cellule di carcinoma 
mammario, al fine di esaminare se le considerazioni fatte dagli Autori possano 
essere valide anche in medicina veterinaria. 
I geni così individuati sono RPS 18 (Thellin et al., 1999) e PUM1 (Tilli et al., 2016) 
e sono attualmente in costruzione le sequenze per i primers specifici per la specie 
felina da essi ottenuti. 
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La mancanza di amplificazione da parte di tutti i primers disegnati per il TfR1 
felino, ad eccezione del TFRC-F4, entrava in contrasto con le osservazioni raccolte 
durante l’esperimento d’immunofluorescenza e d’immunoistochimica. 
È stata allora avanzata l’ipotesi che possa esistere un’isoforma non ancora annotata 
del recettore stesso, analogamente a quanto avviene con il recettore per gli estrogeni 
felino (Cardazzo et al., 2005), espressa solo da questa linea cellulare e nata da 
splicing alternativo. 
Per testare quest’ipotesi è stata progettata la coppia di primers TFRC-F4, disegnata 
su una sequenza esonica più a valle rispetto a quella su cui erano stati disegnati i 
primers TFRC-F1 ed F2. 
Si è riscontrata in questo caso l’amplificazione di un prodotto di PCR che è stato in 
seguito valutato tramite elettroforesi su gel di agarosio e tramite successivo 
sequenziamento, confermando il fatto che si trattasse del gene codificante per il 
TfR1. 
Si è proceduto poi a testare il primer TFRC-F3 che secondo le previsioni, poi 
confermate, non si sarebbe dovuto legare dando amplificato essendo disegnato 
anch’esso sull’ipotetico esone eliminato durante lo splicing. 
È tutt’ora in corso l’amplificazione utilizzando il primer TFRC-F4 reverse ed un 
primer forward disegnato a monte dell’esone ipoteticamente non presente nella 
forma di splicing alternativo espressa dalla linea FMCp per vedere e confermare, 
con successivo sequenziamento, l’ipotesi formulata. 
Non è riportata in letteratura la presenza nell’uomo di isoforme del TfR1. 
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6. CONCLUSIONI 
 
In conclusione, appare evidente come la procedura d’estrazione di DNA da tessuto 
FFPE sia possibile ed avvenga in maniera efficace anche da tessuti felini, 
permettendo dunque l’uso degli stessi per indagini di biologia molecolare classica ed 
innovativa e dando la possibilità di gettare nuova luce e raccogliere nuove 
informazioni di carattere epidemiologico e genetico sui casi finora esaminabili solo 
con tecniche istologiche ed affini. 
In aggiunta, visti i dati raccolti, si può affermare che nel gatto l’espressione del 
recettore TfR1 è maggiore nel tessuto neoplastico e nel tessuto metastatico presente 
in sede linfonodale rispetto al tessuto mammario sano e che nelle linee cellulari vi è 
una tendenza all’espressione del recettore in maniera maggiore nelle linee di donna e 
di cane con maggiore tendenza biologica all’aggressività, oltre che una conferma, 
per le linee di gatto, di espressione del TfR1. 
I passi successivi dovranno gettare luce sulla probabile presenza nel gatto di 
isoforme del recettore non ancora annotate e sul loro ruolo biologico in vitro ed in 
vivo e sulla concreta possibilità di utilizzare il recettore come obiettivo per l’entrata 
nella cellula di farmaci chemioterapici specifici. 
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Appendice 
 
Protocollo di analisi immunoistochimica con anticorpo anti citocheratine effettuato 
su immunocoloratore automatico BenchMark XT (Ventana Medical Systems):  
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Protocollo di analisi immunoistochimica con anticorpo anti P63 effettuato su 
immunocoloratore automatico BenchMark XT (Ventana Medical Systems): 
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Protocollo di analisi immunoistochimica con anticorpo anti Calponina effettuato su 
immunocoloratore automatico BenchMark XT (Ventana Medical Systems): 
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Protocollo di analisi immunoistochimica con anticorpo anti Vimentina effettuato su 
immunocoloratore automatico BenchMark XT (Ventana Medical Systems): 
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Protocollo di analisi immunoistochimica con anticorpo anti TfR1 effettuato su 
immunocoloratore automatico BenchMark XT (Ventana Medical Systems): 
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